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 نامه پایان یا رساله اصالت تعهدنامه
 
 در که زیست شناسی دریا رشته در / تخصصی دکتري مقطع آموخته دانش د سهند عيسي پورسيّ اینجانب   
 دریایي حلزون كنوتوكسين امگا پپتيد) gnidlofeR(بازآرایي " عنوان تحت خود رساله از 49/ 6/10تاریخ
 دفرا  عــالي  درجره  و 02نمرر   کسب با "آن دردي ضد اثرات بررسي منظور به sugam sunoC  گونه
 :شوم می متعهد بدینوسیله ام نمود 
 از کره  مرواردي  ودر برود  اینجانرب  توسر  شرد  انجام پژوهش و تحقیق حاصل رساله / نامه پایان این )0
ضواب  مطابق ام، نمود  استفاد  ) ... و مقاله کتاب، نامه، پایان از اعم) دیگران پژوهشی و علمی دستاوردهاي
 .ام کرد  درج و ذکر مربوطه درفهرست را آن مشخصات وسایر استفاد  مورد منبع نام موجود، رویه و
 درسرایر  )براتتر  یرا  ترر  پرایین  سرط،،  هم )تحصیلی مدرك هیچ دریافت براي قبلا رساله نامه/ پایان ) این2
 .است نشد  ارایه عالی آموزش ومؤسسات ها دانشگا 
 و اخترا  ثبت کتاب، چاپ از اعم برداري بهر  هرگونه و د ااستف قصد تحصیل، از فراغت از بعد ) چنانچه3
 .نمایم اخذ را مربوطه مجوزهاي واحد پژوهشی معاونت حوز  از باشم، داشته نامه پایان این از ... 
 واحرد  و پرذیرم  مری  را ازآن ناشری  عواقرب  شرود،  ثابرت  فرو  موارد خلاف زمانی مقطع هر در ) چنانچه4
 ام تحصیلی مدرك ابطال درصورت و نمود  رفتار ومقررات ضواب  مطابق اینجانب با است مجاز دانشگاهی
 .داشت نخواهم ادعایی گونه هیچ
 
 
 :خانوادگی نام و نام                                                                                                         
 سهند عیسی پورد سیّ                                                                                                  
 امضاء و تاریخ                                                                                                      
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 »لم یشکر المخلوق لم یشکر الخالق من«
 
تر باقري، سركار دكتر شهباززاده و دك انآقایفرهيخته و فرزانه  داتياسپدر عزیزم و بسي شایسته است از 
، سـرزمين د  را كه با كرامتـي وـون خورشـيد  دكتر ميراب زادهو  دكتر مصطفوي، خانم دكتر جميلي
بـارور خـویش  سـاز و سـازنده دانش را با راهنمایي هـاي كار  روشني بخشيدند و گلشن سراي علم و

























 :ماحصل آموخته هایم را تقدیم مي كنم به آنان كه مهر آسماني شان آرام بخش آلام زميني ام است
 
 مادربزرگم پدربزرگ و زندگي ام، روح هاي به زلالترین وشمه
  دستان پرمهر پدرم ،گرما بخش وجودم و سایه سار زندگي ام ،به استوارترین تکيه گاهم
 همسرشانبرادرم و به یاور مشکلاتم، 
 به صميميت باران همراهم، همسرم و صبورترین به مهربانترین
 آنيتا به سبزترین هدیه زندگي ام، فرزند دلبندم
شما آموختم و هروه بکوشم قطره اي از دریاي بي كران مهربانيتان  از كه هروه آموختم در مکتب عشق
 .را سپاس نتوانم بگویم
  .امروز هستي ام به اميد شماست
باشد كه حاصل تلاشم نسيم  آوردي گران سنگ تر از این ارزان نداشتم تا به خاک پایتان نثار كنم، هر




شهيدان وطنم كه خون خویش را در طبق اخلاص گذاشتند تا امروز ما در آرامش و امنيت به  تقدیم به
را فراموش نمي كنند و بر  یشانساني و وجداني خو عدهمه كساني كه لحظه اي بُاهدافمان برسيم و 
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 تحقيق كليات: او  فصل
 
 2......................................................................................................................................................مقدمه 0-0
 3....................................................................................................................................تحقیق مساله بیان 2-0
 5.......................................................................................................................تحقیق ضرورت و اهمیت 3-0
 5....................................................................................................................زدایی حفاظت اهمیت 0-3-0   
 6......................................................................................................................پپتید بازآرایی اهمیت 2-3-0   
 8........................................................................................................................................تحقیق هدافا 4 -0
 8..........................................................................................................................................تحقیق فرضیه 5-0
 
 تحقيق پيشينه و تحقيق ادبيات بر مروري:  دوم فصل
 
 9.....................................................................................................................................مخروطی حلزون 0-2
 9.........................................................................................................................................شناسی زیست 2-2
 00......................................................................................................................................ماگوس کنوس 3-2
 30............................................................................مخروطی هاي حلزون سموم به مربوط هاي بررسی 4-2
 50.................................................................................................کنوتوکسین خانواد  هاي پپتید ساختار 5-2
 80.......................................................................................................................................................درد 6-2
 90....................................................................................................................................یونی هاي کانال 7-2
 12................................................................................................................انوا  کانال هاي یونی 0-7-2     
 02.............................................................................................................................................پپتید سنتز 8-2
  22..............................................................................................................سنتز پپتید در فاز جامد 0-8-2     
 52...............................).......................puorG gnitcetorP( حفاظت گرو  و سیستئین در جانبی زنجیر  9-2
  ح
 
 52......................................)..........................noitcetorpeD(درسیستئین جانبی زنجیر  زدایی حفاظت 10-2
 62................................).........................................................................................gnidlofeR(بازآرایی 00-2
 62..............................................................................................اکیسداتیو بازآرایی هاي چالش 0 -00-2     
 82..........................)..............ortiV nI(آزمایشگاهی شرای  در داتیویاکس بازآرایی هاي واکنش 2-00-2     
 13......................................................بازآرایی براي مدلی عنوان به مخروطی هاي حلزون پپتید 3-00-2     
 03.......................................................)..................CLPH-pR( بات عملکرد با مایع فاز کروماتوگرافی 20-2
 03...........................................................................................................کروماتوگرافی تاریخچه 0-20-2     
 33..............................................................................CLPH دستگا  مختلف قسمتهاي و اجزاء 2-20-2     
 53روش هاي متداول در کروماتوگرافی..................................................................................... 3-20-2      
 
 تحقيق اجراي روش: سوم فصل
 
 83.................................................................................................................................تجهیزات و مواد 0 -3
 14...........................................)......hcraeseR ocilis nI(اینسیلیکو هاي بررسی و اي کتابخانه مطالعات 2-3
 14بررسی هاي بیوانفورماتیک امگا کنوتوکسین............................................................................. 0-2-3     
 04.....................................................................خارجی سرویس به کنوتوکسین امگا پپتید سنتز سفارش 3-3
 04......................................................................................................کنوتوکسین امگا پپتید سنجی جرم  4-3
 24..................................................................معکوس فاز کروماتوگرافی توس  ناخالص پپتید تخلیص  5-3
 24................................................................معکوس فاز کروماتوگرافی از حاصل فرکشن کردن خشک 6-3
 24................................................................................................................................پپتید غلظت تعیین 7-3
 24.....................................................................VU روش به کنوتوکسین امگا پپتید غلظت تعیین 0-7-3     
 34..................................................................ACB روش به کنوتوکسین امگا پپتید غلظت تعیین 2-7-3     
 34.........................................................EGAP-SDS روش به امگاکنوتوکسن پپتید الکتروفورز بررسی  8-3
 44.........................................................................................................شد  خالص پپتید خلوص تعیین  9-3
 44................................................. شد  خالص امگاکنوتوکسین پپتید) noitcetorpeD( زدایی حفاظت 10-3
 44..........................................همکاران و وبر روش به شد  خالص پپتید ناموفق زدایی حفاظت 0-10-3     
 54.........................................................................شد  خالص پپتید زدایی حفاظت کیفی کنترل 2-10-3     
 54....................................................... جیو استات براساس زدایی حفاظت براي کاربردي روش تنظیم 00-3
  ط
 
 روش به شد  خالص امگاکنوتوکسین پپتید از) mcA(هاي گرو ) noitcetorpeD(زدایی حفاظت 20-3
 84..........................................................................................................)RMAنسبت مولی کاربردي ( ابداعی
 84..............................CLPH با زدایی حفاظت از پس شد  خشک کنوتوکسین امگا پپتید آنالیز 0-20-3     
 94.......................................................0-20 -3 مرحله از شد  جدا هاي فرکشن EGAP-SDS 2-20-3     
 94..........................................................CLPH توس  شد  زدایی حفاظت پپتید خلوص تعیین 3-20-3     
 94..........................................................................زدایی حفاظت براي محصول درصد محاسبه 4-20-3     
  94..........................................معکوس فاز کروماتوگرافی توس  زدایی حفاظت صحت ارزیابی 5-20-3     
 15....................RMA ابداعی روش با شد  زدایی حفاظت امگاکنوتوکسین پپتید)gnidlofeR(بازآرایی 30-3
 15.........................................اکسیداتیو بازآرایی براي کنوتوکسین امگا پپتید غلظت سازي بهینه 0-30-3     
 05.....................................................میکروموتر 5 مقدار با امگاکنوتوکسین پپتید بازآرایی0-0-30-3         
 05................................................موتر میکرو 50 مقدار با امگاکنوتوکسین پپتید بازآرایی 2-0-30-3         
 25............................................................................احیا به اکسید گلوتاتیون نسبت سازي بهینه 2-30-3     
 25........................احیا به اکسید گلوتاتیون10به 0نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایی 0-2-30-3         
 25..........................احیا به اکسید گلوتاتیون5به 0نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایی 2-2-30-3         
 25........................احیا به اکسید گلوتاتیون2به 0نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید آرایی باز 3-2-30-3         
 35..........................................................)edirolhc muinidinauG( کلراید گوانیدین سازي بهینه 3-30-3     
 35................................کلراید گوانیدین موتر 0.1مقدار با امگاکنوتوکسین پپتید بازآرایی 0-3-30-3         
 35................................کلراید گوانیدین موتر 3.1مقدار با امگاکنوتوکسین پپتید بازآرایی 2-3-30-3         
 35...................................CLPHتوس  فو  ها پروتکل با شد  بازآرایی پپتید بررسی و تخلیص 4-30-3     
 45................................................................................بازآرایی از بعد و قبل پپتید غلظت تعیین 5-30-3     
  45............................................................. بازآرایی پروتکل شش براي محصول درصد محاسبه 6-30-3     
 داخل تزریق صورت به موش مدل در شد  بازآرایی کنوتوکسین امگا پپتید دردي ضد اثرات بررسی 40-3
 45..........................................................................................)........................noitcejni lacehtartnI( نخاعی
 45.......................................................................................فرمالین تست و نخاعی داخل تزریق 0-40-3     
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 26..................................................................VU و ACB روش به کنوتوکسین امگا پپتید غلظت تعیین 5-4
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 46.................................................................CLPH با شد  خالص امگاکنوتوکسین پپتید خلوص تعیین 7-4
 46......................................................................شد  خالص کنوتوکسین امگا پپتید زدایی حفاظت نتایج 8-4
 46............................................ شد  خالص پپتید) noitcetorpeD( ناموفق زدایی حفاظت نتایج 0-8-4      
 66........................................شد  زدایی حفاظت امگاکنوتوکسین پپتید EGAP-SDS نتایج 0-0-8-4         
 66....................................جیو  استات براساس زدایی حفاظت براي کاربردي، روش تنظیم نتایج 2-8-4     
  66...............................................RMAابداعی  روش به  شد  خالص پپتید زدایی حفاظت نتایج 3-8-4     
  CLPHتوس  RMA ابداعی روش با پپتید زدایی حفاظت صحتبررسی  و آنالیز نتایج 0-3-8 -4        
  66............................................................................................................................................EGAP-SDS و
 66......................CLPH توس  شد  زدایی حفاظت امگاکنوتوکسین پپتید خلوص تعیین نتایج 4-8-4        
  76...............................................................زدایی حفاظت براي محصول درصد محاسبه نتایج 5-8 -4       
  76.................................معکوس فاز کروماتوگرافی توس  زدایی حفاظت صحت ارزیابی نتایج 6-8-4       
 86.............................................اکسیداتیو بازآرایی براي کنوتوکسین امگا پپتید غلظت سازي بهینهنتایج  9-4
 86.................................کنوتوکسین امگا پپتید میکرومول 5 از استفاد  با اکسیداتیو بازآرایینتایج  0-9-4     
 07....................کنوتوکسین امگا پپتید) میکروگرم 14( میکرومول 50از استفاد بازآرایی با  نتایج2-9-4       
 96.......................احیا به اکسید گلوتاتیون10به 0نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایینتایج  3-9-4       




 17........................احیا به اکسید گلوتاتیون 5 به 0 نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایینتایج  5-9-4      
 17..........احیاء و اکسید گلوتاتیون 5به 0پروتکل با بازآرایی از پس پپتید محصول محاسبهنتایج  6-9-4      
 07............................احیا به اکسید گلوتاتیون5به 0نسبت با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایینتایج  7 -9-4     
 07..............واحیاء اکسید گلوتاتیون 2به0پروتکل با بازآرایی از پس پپتید محصول محاسبهنتایج  8-9-4     
 27.................................کلراید گوانیدین موتر 0.1مقدار با کنوتوکسین امگا پپتید بازآرایینتایج  9 -9-4     
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 03.................................سیستئین شش با هایی پپتیدکنو براي اکسیداتیو بازآرایی عملکرد مقایسه 2-2 جدول
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 06.......................................میموتپس شرکت توس  ناخالص کنوتوکسین آمگا پپتید سنجی جرم 3-4 نمودار
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پپتیرد شرد   ه مانع توسعه مواد دارویری برر پایره ی است کداتیو یکی از چالش هاي اصلیبازآرایی اکس        
و برراي  عمرد  برود  است. بازآرایی صحی، پپتیدهایی با سه باند دي سولفیدي مانند امگاکنوتوکسین مشکل
توسعه  شیمی و زیست شناسی براي تلفیقی از ،این تحقیق دانشی پیشرفته فعالیت بیولوژیک آن حیاتی است.
ت. اسر  sugam sunoCن مخروطی سنتز شد  بر مبناي سم حلزو  AIIVM nixotonoC-ωبازآرایی اکسیداتیو
 در ایرن تحقیرق  .می باشدهدف مطالعه حاضر تنظیم پروتکل مناسب و موثر براي بازآرایی امگا کنوتوکسین 
پپتید  .سنتز شد استرالیاییتوس  شرکت طبق سفارش  ،mcAبا گرو   حفاظت شد ناخالص به صورت  پپتید
حفاظرت زدایری  ،به منظور آماد  سازي پپتید برراي برازآرایی  ،اخالص توس  کروماتوگرافی تخلیص گردیدن
صحت حفاظت زدایری توسر   .انجام شد بر پایه جیو  )RMAنسبت مولی کاربردي ( ابداعیپپتید به روش 
-SDS، توسر  کنوتوکسین) حفاظت زدایی شد (امگا هدف پپتیدمعکوس تایید گردید و کروماتوگرافی فاز 
با  پپتید هدفداتیو یبازآرایی اکسدر مرحله بعد  .مشخص شدهاي حاصل از کروماتوگرافی  فرکشن ،EGAP
اثررات ضرد دردي پپتیرد  انجرام گردیرد.  بر مبناي گلوتاتیون اکسید واحیا و گوانیدین کلرایرد شش پروتکل 
برا پپتیرد هردف  ینوروتوکسیسرت  به روش فرمالین بررسی شد. c/blaBبازآرایی شد  در موش آزمایشگاهی 
نسربت  حرداقل در روش حفاظت زدایری ابرداعی . بررسی شد 6LB/75Cتزریق داخل بطن مغزي در موش 
تنظریم شرد. در نتیجره دقیقره  19زمران  در مردت  میکرولیتر) 10رکاپتواتانل (و م میلی گرم)0( استات جیو 
از پپتیرد  عینری برازآرایی مقردار م  .بدسرت آمرد  حفاظرت زدایری شرد  پپتیرد %59 خلروص محصول برا %39
میلی موتر آمونیروم  12و 0به 10گلوتاتیون اکسید و احیا به نسبت  روشبا  میکروگرم) 14( امگاکنوتوکسین
یی پپتیرد برا ایرن روش برازآرا وش هرا داشرت. در نتیجره سبت به سرایر ر بهترین اثر ضد دردي را ن استات
در  شد  با این روش میزان درد بازآرایی پپتید نانوگرم 7با تزریق  .بدست آمد %89با خلوصمحصول %59/5
برابر و نسبت به داروي استاندارد پریالت  07/5 مرفین در مقایسه با که .یافتکاهش  %58موش آزمایشگاهی 
در این  .خود نشان نداد ازنوروتوکسیک  حیوان تزریق شد  اثرات و داشت يبیشتر اثرات ضد دردي برابر 2
با در نظرر گررفتن چهرار  روش هاي متعارف سنتز شد  در مقایسه با امگاکنوتوکسین روش بازآرایییق تحق
شد و روش جدیدي سازي  بهینه فاکتور شامل: کاهش زمان، مقدار مواد، تعداد مواد و افزایش میزان محصول
روش برازآرایی و حفاظرت  ایرن  امگاکنوتوکسین معرفری گردیرد. براي حفاظت زدایی پپتید غنی از سیستئن 
می تواند براي بازآراي و حفاظت زدایی پپتیدهاي مشابه غنی از  می باشد وموثر، کاربردي و اقتصادي دایی ز
 .قرارگیرد استفاد  کاربردي بود  و موردسیستئین 
، اثرات ضرد دردي، sugam sunoCی،امگاکنوتوکسین، بازآرایی، حفاظت زدایی، حلزون مخروطكليد واژه: 
 مدل حیوان آزمایشگاهی، بازد  بات






















تعلرق  sunoCدریایی گوشتخوار اند که بره جرنس هاي حلزون هاي مخروطی گرو  بزرگی از حلزون        
حلرزون هراي مخروطری مجموعره اي متمرایز از . دارند. سم سلاح اصلی این شکارچیان گوشتخوار اسرت 
ضرم پپتیدهاي سمی تولید می کنند که هم به عنوان یک مکانیسم دفاعی و هم به منظور تسهیل در شکار و ه
، نرم تنان و کرم ها را شکار می کند و سم خرود را شود. این حلزون هاي مخروطی ماهی طعمه استفاد  می
ها سموم پپتیردي غنری از بانرد  nixotonoCند. ناز طریق نیش توخالی شبیه دندان به بدن طعمه تزریق می ک
لیرل اینکره ایرن سرم هاي دي سولفید کوچک هستند که در سم حلرزون مخروطری یافرت شرد  انرد. بره د 
 ,.la te ualreT ,4002 ,arevilO dna ualreT( ، موجب عدم تحرك سریع طعمه می شودنوروتوکسین است
هر یک از گونه  که در زیستگا  هاي گرمسیري دریایی است،گونه  117شامل بیش از  sunoCجنس  ).6991
جز مختلرف  111.15د  می شود بیش ازی کنند، تخمین زپپتید مختلف تولید م 110هاي آن احتمات بیش از 
 0.1امرروز ، کمترر از . )4002 ,arevilO dna ualreT( شته باشددا مخروطی وجوددر سم همه حلزون هاي 
و آن گروهری کره در حرال . )3002 ,aicraG dna siweLدرصد از این ترکیبات دارویی شناخته شد  است (
گسترد  اي از کانال هاي یونی وگیرند  هراي مغرز و  حاضر مشخص شد  اند اثر انتخابی زیادي براي طیف
  .)4002  ,arevilO dna ualreT( سیستم عصبی انسان نشان داد  اند
) برا dedloFاسید آمینه دارند و عبارتند از ساختار محکم پیچ خرورد  (  13-10ها در محدود   nixotonoC 
هاي فاقرد پیونرد دي ها نسبت به سایر پپتیرد  nixotonoCسه تا پنج باند دي سولفیدي که سبب ثبات بیشتر 
ها تنها به دو یا سه پیوند دي سولفید آنهرا مربروط  nixotonoCسولفیدي می شود. بخش عمد  اي از نقش 
 .); 9991 ,.la te smadA 4002 ,arevilO dna ualreT( تاس
ه بر  )CCSV epyt-N( Nبا مسدود کردن کانال هاي کلسیم وابسرته بره ولتراژ نرو  AIIVM nixotonoc- ω 
حاضر بره عنروان آن است و در حال  سنتتیک و تجاري نسخه  tlairP® عنوان یک ضد درد عمل می کند که
) براي درمان دردهاي شدید مزمن در افرادي که نمری تواننرد داروهراي 6002 ,.remmorP( داروي ضد درد
فین است و موثرتر از مر tlairP® ثابت شد  کهتفاد  قرار می گیرد. ضد درد استاندارد را استفاد  کنند مورد اس
 .)8991 ,rehtuL dna xosrewoB( خواص اعتیاد آور ندارد
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مغز جلوگیري می کند. مکانیسم  کرد  و از رسیدن آنها به مهار  سیگنال هاي درد را در نخا امگا کنوتوکسین
وسریله از آزادسرازي  اثر آن اتصال مستقیم به گیرند  هاي کلسیم در پایانه هاي پیش سیناپسی بود  و بردین 
استیل کولین در فضاي سیناپسی جلوگیري می کند. مهار ورود کلسیم سبب بلوکه شدن سیگنال درد و عردم 
  )0-0(شکل. )4991 ,.la te , ruaG(مغز می گردد رسیدن آنها به 
                 
 
 .رفینو م AIIVM nixotonoc-agemOمکانیسم اثر  0-0شکل 
مهار کانال هاي کلسیم شد  و از انتقال  سبب پروتئین G پروتئین می شود و Gاپیویید باعث آزاد شدن -گیرند  مومرفین با فعال کردن  
 .)7991 ,.la te ,draaW eD( کنوتوکسین مستقیما این کانال را مهار می کند. در صورتی که امگا درد جلوگیري می کنند
 مساله تحقيقبيان  2-0
 علامرت  یرک  واقرع  در و کررد  تجربره  را آن موجودات و ها انسان اکثر که است ناخوشایندي احساس درد
 بود  درد با همرا  ها بیماري از بسیاري. گردد می آن مسبب عامل زا فرد دوري سبب که است دهند  هشدار
 سرطانها مانند  بیماري از مواردي در. است بود  درد تسکین جهت داروهایی یافتن درصدد بشر دیرباز از و
  ,.la te ,staatS( نیسرت  پرذیر  امکران  مرفین با آن تسکین که آید می بوجود شدید مزمن هاي درد ایدز، و
بیماران براي جستجوي مراقبت هاي پزشکی است و یکی درد یکی از شایع ترین دتیل علاو بر این . )4002
میلیرون  15در حال حاضرر حردود . )8002 ,sniktaW( از شایعترین شکایات پزشکی در ایاتت متحد  است
بنرابراین کراهش درد و  .)3002 ,aktiM( رنرج مری برنرد  درد مرزمن نوروپاتیرک  نفر در ایراتت متحرد  از 
 مهم است. و مصرف کمتر داروي ضد درد بدون خواص اعتیاد آور با زمان اثر طوتنی تر جستجوي
 Ptlair® درد ضرد  داروي ها تلاش این نتیجه که اند بود  جدید درد ضد مواد جستجوي در مختلفی محققین
 پریالرت  تجرویز  کنرد،  نمری  ایجاد بیمار در مشکلی نخاعی داخل تزریق بالینی لحاظ از که صورتی در. است
 .)9002 ,yhtomiT dna drawoH( گردد می توصیهاستفاد  آن  و بود  آمریکا ADF تأیید مورد
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 شود می سنتز sugam sunoC حلزون کونوتوکسین امگا توالی از استفاد  با صناعی صورت به پریالت داروي
 110 ویرال  یرک . رسرد  مری  فرروش  بره  و برود  ADF تأیید مورد درد ضد داروي عنوان به 4112 سال از و
 نردارد  آور اعتیراد  تاثیر گونه هیچ و بود  تر قوي مرفین از برابر 110-1110 اثر نظر از دارو این میکروگرمی
 و اسرت  دتر 1110 حردود  دارو ایرن  میکروگرمی 110 ویال یک قیمت .)8991 ,rehtuL dna xosrewoB(
 . است نگردید  کشور وارد تابحال
 آنها عمر نیمه و تحویل جذب، بهبود ها،nixotonoC پایداري در توجهی قابل نقش سولفیدي دي هاي پیوند
 یرا  دو بره  تنهرا  هاnixotonoC فعالیت از اي عمد  بخش. )7002 ,.smadA dna kiarC( دارند بدن داخل در
 سریع تحرك عدم موجب است، نوروتوکسین سم این اینکه دلیل به. است مربوط آنها سولفید دي پیوند سه
 . )9991 ,.la te ,smadA ;4002 .arevilO dna ualreT ;6991 ,.la te , ualreT( گردد می طعمه
 52 که است آمینه اسید 07 با پپتیدي sugam sunoCجنس  سم حلزون مخروطی جدا شد  از  کونوتوکسین
 9362 پپتیرد  ایرن  مولکولی وزن. دارد را درد ضد اثر بیشترین که است پپتیدي کوچکترین آن آخر اسیدآمینه
 است زیر صورت به آنو نحو  اتصال باندهاي دي سولفیدي  توالی و سولفیدي دي پیوند سه داراي دالتون،
   .)5991 ,.la te ,gnuhC(
 
 
 )5991 ,.la te onhoK ;5991 la te ,susaB( )ωAIIVMxTC-( کنوتوکسینامگاسه بعدي پپتید  ساختار توالی و 2-0شکل 
نو  سم پپتیدي زیست فعال، که به عنوان منبع غنی از مواد  111.15در برخورد با یک منبع طبیعی با بیش از 
درمانی بالقو  جدید هستند تا منجر به تولید دارو شوند یا در انتظارند تا مورد بررسی قررار گیرنرد. نیراز بره 
مهندسی پپتید و تولیرد داروهراي زیسرت فعرال بررسی این نو  پپتید ها مهم به نظر می آید تا بتوان در امر 
در حروز  تولیرد پپتیردهاي  علروم زیسرت فنراوري و توسعه جدید گامی هر چند کوچک در جهت پیشبرد 
  5
 
. کمک کررد  در جهت تولید بهینه و به صرفه داروهایی با منشاء پپتیدي برداشت و به صنعت دارویی دارویی
جلروگیري و از خرروج ارز را ترامین نمرود با قیمت بات  پتیديپ به ورود داروهاییکشور نیازمندي همچنین 
 .کرد
 
 اهميت و ضرورت تحقيق-3-0
در این تحقیق با الهام گرفتن از وجود این پپتیدهاي زیست فعال و با توجه به کوچک برودن تروالی           
سراختمان هرر نرو  از  ین درئآن و درك این موضو  که ترتیب و توالی اسیدهاي آمینه، محل باندهاي سیست
کنوپپتیدها بیانگر تاثیر اختصاصی آنها بر روي نو  خاصی از کانال هاي ولتاژ و گیرند  هاي مختلف سیسرتم 
علاو  بر این به علت کوتا  بودن توالی پپتیردهاي کنوتوکسرین . )6991 ,.la te ualreTمغز و اعصاب است (
بسیار مشکل و در عین حال براي فعالیت بیولوژیک آن بسیار حیراتی  ایجاد پیوند هاي دي سولفیدي در آنها
 nixotonoc-agemo برازآرایی  برراي  روشری  هریچ کتراب هرا و ثبرت اختراعرات  ،مقاتت بررسی دراست. 
 شرد  حفظ پپتید این تولید جهت در سري روشی عنوان به احتمات و نشد یافتبه منظور تولید آن  AIIVM
به جهت بدست آوردن اطلاعاتی مفید براي ایجاد ساختمان صحی،  بازآراییتکنولوژي  تنظیمبنابراین  .است
نقراط  پپتیرد و سراختمان در پپتیدهاي غنی از سیستئین ضروري و بسیار کاربردي است بنرابراین  آگراهی از 
 . خواهد بودو ضروري حفاظت شد  کاري مفید 
 رسراله نشد  و ایرن  انجامدر مورد پپتید هاي غنی از سیستئن در ایران  بازآراییاز طرفی تا کنون هیچ روش 
. باشدارزشمند و مفید کارایی دارویی  با نیهاي غنی از سیستئپپتید بازآراییدر جهت  ،می تواند مسیر روشن
هاي غنری از پپتیرد  برازآرایی مطالعه روش هراي متفراوت حفاظرت زدایری و ی شد  تا با سع تحقیقدر این 
 دما وزمان  ،مواد شیمیایی، مقدار پپتید مصرفی موتریته کاهش مقدار واز نظر روشی با کارآیی بات ،نیسیستئ
و  هردف بسریار مهرم یی دست یرابیم کره محصول بات میزان تا بهارایه شود  بازآراییحفاظت زدایی و براي 
 .است صنعتی و نیمه صنعتی این پپتیدها ، در مقیاس آزمایشگاهی، صرفه و سریع به در تولید ارزشمند
 
  اهميت حفاظت زدایي 1-3-1
در هاي حفاظت سیسرتئین اسرت.   داسازي گروحفاظت زدایی یک مرحله حیاتی پس از سنتز پپتید براي ج
هاي دیاسزنجیر  جانبی (گوگرد) موجود در  ن نیاز به حفاظت گرو  هاي تیولیهاي غنی از سیستئسنتز پپتید
از  سرنتز شرد  بطوریکه که این گرو  هاي حفاظت به راحتی در زمان جدا کردن پپتیرد ن است یمینه سیستئآ
زیرا عدم حفاظت زدایی این گرو  ها یا جدا شدن گرو  هراي حفاظرت در زمران  .جدا نشوند تیولرزین از 
را پپتیرد  بازآراییهاي گوگردي شد  و امکان ایجاد   جدا سازي پپتید از رزین سبب اکسید شدن سریع گرو
  6
 
ن به جهت ایجاد اثررات زیسرت فعرال آنهرا مهرم و یبراي پپتید هاي غنی از سیستئ بازآراییاز بین می برد (
در  . ي حفاظت خاصی است که به راحتی از پپتید جردا نشرود ت) به این منظور نیاز به گرو  هاضروري اس
که این گرو  برراي حفاظرت  معرفی شد وهمکارن توس  وبر )mcA(  lyhtemodimatecAگرو  2790سال 
 ،حفاظرت ولی مشکل ایرن گررو  می شود استفاد   تا کنون نیزهاي موجود در پپتیدهاي سنتز شد   نیسیستئ
مواد مصرفی و تخریب پپتیرد زیاد ، مقدار طوتنی زمان مدت جهت سیستئین به تیول روش جداسازي آن از
ارزشرمند و اقتصرادي خواهرد  (برپایه استات جیو )بهینه سازي این روش که است بازد  پایین  آن و به طبع




شدن تیول سیستئین  در صورت اکسید .شد  حفاظت و اکسید احیا، هاي حالت از چپ به راست : در  سیستئین ساختار انوا  3-0شکل 
 اسیون گرو  تیولداکسی جداشدن اکسیژن از تیول بسیار مشکل خواهد بود. در عین حال کیلو ژول) 325( به علت انرژي باتي پیوند
 رایی و در نتیجه عدم موفقیت بازآرایی خواهد شد.آمانع از تشکیل پیوند دي سولفیدي در زمان باز سیستئین
 
 پپتيد  بازآرایياهميت  2-3-1
است که مانع توسعه مواد دارویی بر پایه  پروتئومیکسداتیو یکی از چالش هاي کلیدي در علم یبازآرایی اکس
پپتید شد  است. پپتیدهاي غنی از باندهاي دي سولفید ترکیبات جذابی براي دستیابی بره دارو هسرتند زیررا 
اکسیداتیو آنها به منظور اتصرال صرحی، بانردهاي دي سرولفیدي  پایداراند، ساختار شبکه اي دارند، بازآرایی
بازآرایی صحی، پپتیدهایی با سه باند دي  هر پپتید باید مسیر بازآرایی خاصی بهینه شود. دشوار است و براي
مانند بسریاري از پپتیردها،  .سولفیدي مانند امگاکنوتوکسین مشکل و براي فعالیت بیولوژیک آن حیاتی است
بره دلیرل تخریرب  )oviv ni( ها پایداري کم و نیمه عمر بیولوژیک کوتا  در داخل بدن nixotonoCشکال اِ
  ).5002 ,.la te kralC ;7002 ,.smadA dna kiarC( پروتئولیتیک در پلاسماي انسان است
پپتیدها حمله می کننرد   Cو Nاگزوپپتیدازها یک کلاس خاص از پروتئازها در بدن هستند که به انتهاي آزاد 
وسبب شکستن اسیدهاي آمینه از انتهاي مولکول می شوند. اما اگر دو سر مولکول به هم متصرل شروند بره 
خواهد شد مولکول در برابر این پروتئازها محافظرت مری شرود. همچنرین پنهان   Cو Nدلیل این که انتهاي 
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ا انرژي کنفورماسیونی محل غیر تاخورد  کراهش . زیراست ترتئین زمانی که حلقوي باشد پایدارساختار پرو
  .)8991 ,drabbuHمی یابد و این به مولکول استحکام می بخشد (
ها، بهبود جرذب،  nixotonoCپیوندهاي دي سولفیدي نقش قابل توجهی در پایداري  دانشمندان معتقدند که
 .)7002 ,smadA dna kiarC( تحویل و نیمه عمر آنها در داخل بدن دارند
 به عنوان یک روش براي ایجاد ثبرات در حال حاضر حلقوي شدن به طور گسترد  اي در صنعت داروسازي 
 در ترکیب پپتیدهاي کوتا ، بدون پیوند دي سولفید استفاد  می شود. 
پپتیدها از نظر پایداري و اثر گرذاري در کنو و صحی، مناسبي طراحی روشی براي ایجاد ساختمان سه بعد
و  بازآراییدر  موثر، کاهش مصرف مقدار مواد با بازد  باتکه منجر به تولید پپیتد بر روي سلول هاي عصبی 
سبب بدست آوردن محصرولی برا  بازآراییبسیار مهم است. زیرا طراحی و اجراي مناسب کاهش زمان شود 
) ارزشرمند و در عرین حرال بعدي صحی، (از نظرر تراثیر ضرد دردي  و ایجاد ساختمان سه بازآراییحداکثر 
اقتصادي است.  با توجه به این نکته که تولید دارویی شبیه به این مراد  مری توانرد از خرروج ارز از کشرور 
جلوگیري نماید و همچنین به بیماران سرطانی و مجروحین شیمیایی جنگ تحمیلی که از درد هراي شردید 
 مفید باشد قابل تامل و مستلزم حمایت است. مزمن رنج می برند
ساختار سه بعدي این داروي پپتیدي نکته اصلی در دسترسی به تکنولوژي تولید آن اسرت. در ایرن  بازآرایی
مشخص گردد. دسترسی به این اطلاعات،  بازآرایییند آپژوهش تلاش می شود تا نکات کلیدي در کنترل فر
بستر تزم جهت سنتز و فرموتسیون را فراهم آورد  و را  را براي تولیرد داروي ضرد درد مشرابه در کشرور 
و ایجاد سراختمان  بازآراییسبب بدست آوردن محصولی با حداکثر  بازآراییفراهم می کند. تکنیک مناسب 
دي مناسب تر و افزایش نیمه عمر آن می گردد که ارزشرمند و در سه بعدي صحی، و در نتیجه تاثیر ضد در
 عین حال اقتصادي است. 
است تا  امگاکنوتوکسینساختار پپتید ضد درد  بازآراییژوهش دستیابی به تکنیک بهینه هدف کاربردي این پ
س  دستگا  هاي سرنتز را  را براي تولید داروي مشابه با قیمت ارزان تر آماد  کند. سنتز پپتید از هر نوعی تو
پپتید یا به صورت دستی انجام شد  و تکنیک رایجی می باشد. در صورت وجود یک دستگا  سنتز پپتید می 
آمینره هراي  توان براحتی یک پپتید را سنتز کرد. اما مسئله اصلی در تولید این پپتید، غنی برودن آن از اسرید 
شد. مشکل سیستئین در توالی پپتید، اکسید شدن سرریع آن ساختار آن بعد از سنتز می با بازآراییسیستئین و 
مجدد بعد از سنتز، و محافظت از اکسید شدن بعرد از فرموتسریون مری  بازآراییدر حین سنتز پپتید، نیاز به 
 باشد. 
، و محافظت بعدي دارو در دسترس نبود  و اطلاعات بدسرت آمرد ، بسرتر بازآراییتکنیک مربوط به سنتز، 
  جهت تولید داروي مشابه در آیند  فراهم خواهد ساخت.مناسبی را 
  8
 
 اهداف تحقيق: 9-1
 و زمانپپتید ها، کاهش مقدار مناسب با استفاد  از تغییر نو  و مقدار بافر بازآرایی  طراحی روش .0
 داخل تزریق و CLPH توس  oviv nI و ortiv nI آزمایشات اساس بر بازآرایی روش بهترین تعیین .2
  همخون c/blaB موش در نخاعی
 6LB/75C موش مغز بطن داخل در شد  بازآرایی پپتید نوروتوکسیسیتی خواص بررسی .3
   (به عنوان داروي استاندارد) و پریالت شد  با مرفین بازآراییمقایسه اثرات ضد دردي پپتید  .4
 
 :تحقيق فرضيه 5-1
، sugam sunoCپپتید سنتتیک امگا کنوتوکسین گونه  gnidlofeRبا استفاد  از روش هاي آزمایشگاهی        

















 حلزون مخروطي 1-2
 
 خرانواد  ، ahcnocoebroSراسرته زیرر متعلق  به شاخه نرم تنان راسرته شرکم پایران حلزون هاي مخروطی 
را شرامل مری  گررو  تررین بزرگنظر فراوانی  ازsunoC جنس هاي گونه که  استsunoC جنس و eadinoC
حلرزون هراي  از گونره  117. هسرتند  غربری  آرام اقیرانوس  و هنرد  عی در منراطق یو داراي پراکنش وس شود
، 3990تا سرال  هستند. گرمسیري يدریاها و مرجانی هاي صخر بومی  ی شناسایی شد  اند که اکثرامخروط
. بود sunoCتنها شامل گونه  eadinoC ، خانواد و همکاران با تغییرات طبقه بندي پیشنهاد شد  توس  تیلور
 28تاکر و تناریو یک سیستم طبقه بنردي متشرکل از سره خرانواد  و  9112در سال  )3991 ,.la te rolyaT(
اي زند  حلزون هاي مخروطی را شامل می شد این طبقره بنردي برر نس را معرفی کردند که تمام گونه هج
حلرزون هرا انجرام شرد  برود  ANDي و مقایسه تفاوت رادوت، آناتومی، فیزیولوژ اساس مرفولوژي صدف،
در ارایه کردنرد کره را ت و همکاران سیستم طبقه بندي بوچ 0012 در سال .)9002 ,oironeT dna rekcuT(
 AND طبقه بندي بر اسراس  گرفتند.قرار می چندین زیر خانواد  خانواد  و  4آن حلزون هاي مخروطی در
 ,.la te ,tehcuoB(انجام شد  تحقیقات پیشین تاکر و تناریو و بر پایه هسته AND و تست هاي میتوکندریایی
در برین دانشرمندان وجرود دارد و  هراي زیرادي  بحثدربار  رد  بندي این نرم تنان در حال حاضر . )1102
. ولی بیشرتر محققران انجام گرفته استبراي روشن کردن این موضو  بسیاري مطالعات مولکولی و فیلوژنی 
قررار  eadinoCهمه گونه هاي حلزون مخروطی در خانواد  در آن که  از طبقه بندي سنتی،ترجی، می دهند 
 .کنندمی گیرند استفاد  
 
 زیست شناسي 2-2
 بر ایرن اسرت کره  اعتقاد. کرد  اندنامگذاري  مخروطی حلزونآنها را  مخروطی و پوسته مارپیچی  به خاطر
. مری کننرد  تغذیره  مراهی  و تنران  نرم ها، کرمهستند و از  سمی شکارچیان یمخروطهاي حلزون  گونه همه
 خرود  دفرا  از  یرا  شکار براي خود از زهر مخروطی حلزون. هستند شب شکار هاي مخروطی حلزوناغلب 
 مثرال  عنروان  بره ( هرا  کررم  هرا،  عادات غذایی خاصی دارند و از مراهی  مختلف هاي استفاد  می کنند. گونه
بر اساس تغذیه در سه گررو  طبقره بنردي مری  مخروطی حلزون .تنان تغذیه می کنند نرم دیگر یا ،)پرتاران
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) آنهایی که از سایر نررم تنران تغذیره مری 2 ،serovicsiP ) حلزون هایی که از ماهی تغذیه می کنند0. شوند
 te ,arevilO( نامید  مری شروند serovimreV تغذیه می کنند  ) آنهایی که از کرم3و  serovicsulloM کنند 
 .)8002 ,.la te ,saaK ;5891 ,.la
 یک طریق از طعمه، با تماس در و سنتز مخروطی حلزوندر بدن  (غد  زهر) اي لوله مجراي داخل در زهر
 .دپرتاب می شو طعمه سمت  به مستقیم تزریق براي) noopraH( نیشتغییر شکل یافته بنام  خاردار يرادوت
این نو  حلزون ها بره زهرري فلرج   .لزون هاي مخروطی که ماهی شکار می کنند وجود دارداین نیز  در ح
کنند  نیاز دارند که سریعا ماهی را فلج کرد  و مانع حرکات شدید ماهی گردد تا حلزون آسیب ندیرد  و بره 
آنهرا   .سبب جلب توجه سایر شکارچیان نگرددعلاو  بر این حرکات شدید ماهی  راحتی ماهی را شکار کند
 و فلج کررد  است غد  سم حاوي نوروتوکسین یافته اي که با یکطعمه را به وسیله دندان هاي تغییر شکل 
 .)9002 ,.la te ekneorK( شکار می کنند
استفاد  قرار  مورد تنفس براي و طعمه براي تشخیص سیفون .است مخروطی حلزون "بینی" ،سیفون یا لوله
کره از اسرت  عضرلانی  کشرید  لوله خرطوم، .حلزون است شکار ابزار )،sicsoborPدراز( خرطوم .می گیرد
 سرنتز  .قرار گرفتره اسرت  سمی مواد حاوي )snoopraHخرطوم نیش(داخل  درکشیدگی دهان حاصل شد ، 
 زهر مجراي لومن داخل به آن از پس و گیرد صورت می زهر تلیالی مجراي اپی هاي سلول در snixotonoc
بره نریش اسرت  سرم  فشار و انقباض ،عمل کیسه سم. زهر متصل است کیسه به سم مجراي .شود می ترش،
 .)0-2(شکل
 شرکارچیان . شرکارچیان دام افکرن  و قرلاب افکرن  شکارچیان: دارد وجود خوار ماهی شکارچیان از نو  دو
دام  شکارچیان. وارد می کنند به بدن طعمه فلج کنند  را سموم حاوي نیش ،خرطوم از استفاد  با افکن قلاب
 دهران نریش مرگبرار  داخل در. باز می کنند زمان یک در مختلف هاي ماهی گرفتن براي را خود دهان افکن
 مراحرل  در نریش  15حدود حلزون. انداخته می شود از استفاد  دور پس هرنیش .باعث مرگ ماهی می شود




 ناتومی داخلی حلزون مخروطیآساختمان بدن و  0-2شکل 
 ,suhpargoeg sunoCجملره  هسرتند از  سرمی  انسران  برراي  مخروطری  حلرزون  از خاصری  هاي گونه نیش
 ,apilut sunoC ,sugam sunoC ,airamo sunoC,siramairolg sunoC ,sucilua sunoC ,sutac sunoC 
حلرزون  اسرت.  انسان ترین حلزون براي کشند   suhpargoeg sunoC .elitxet sunoC وsunoC   sutairts
مخروطی هستند. زیرا ماهی هرا سرریع ترر از  حلزون هاي سایر از تر خطرناك انسان خوار برايهاي ماهی 
بنابراین سم براي ماهی ها باید سریعتر اثر بگذارد و همچنین ماهی از نظر  .حرکت می کنند نرمتنان و کرم ها
 گرفتره  نظرر  در رنراك خط انسان براي است اما خوار صدف elitxet sunoC  به انسان نزدیکتر است. تکاملی
 .)2102 ,rokoB dna reteP(است  شد 
زیرا  بود  استهمرا   بسیار اندکی با دردقربانیان مرگ  شد  که انسان 13تا کنون سبب مرگ  sunoCجنس 
انسان را  هاي حلزون مخروطی بعضی گونه .ضد دردي است هاي)ترکیبات (پپتیدسم این حلزون ها حاوي 
 .)4002 ,nosleN( ورندآدقیقه از پاي در می  5 از کمتر در
 
 كنوس ماگوس  3-2
 درایرن گونره . یافت می شود آرام اقیانوس غرب درمی کند.  شکار ماهی sugam sunoC یمخروط حلزون
ایرن  برازار  در و عمومرا  اسرت  متداول بسیار ینفیلیپ جزیر  در مخصوصا آرام اقیانوسکوچک  جزایر بعضی
شرمال  ،از جنوب غرب انردونزي  یدر منطقه وسیعبه طور مشخص و  شود می فروخته غذا عنوان به جزیر 
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 )2-2(شکل دوجود داراحتمات در ماداگاسکار  وشمال غرب فیجی  ،جنوب شرقی جزایر مارشال ،شر  ژاپن
 .)5991 ,.la te ,lekcöR(
 
 NCUI نقشه پراکنش کنوس ماگوس بر گرفته از سایت 2-2شکل 
 و خلیج هاي کم عمق مناطق بین جزرومدي در صخر  مرجانی شنی sugam sunoCحلزون مخروطی گونه 
. دنشومی پنهان مرد   هاي زیر سنگ ها و مرجان یافت می شوند و در متري (براي نوجوان ها) 110تا عمق 
میلری مترر  49 ترا  برالغین د. هستن کرم خوار، اما نوجوانان ها شکار می کنندماهی  فعال هستند و شب بالغین
در سرال  sugam sunoC). 5991 .,la te ,lekcöR( کوچکتر هسرتند  عموما از این انداز ، اما رشد می نمایند
و جزو گونره ) در لیست قرمز قرار گرفته NCUIاز محی  زیست ( حفاظت المللی بین اتحادیهتوس   3012
 است.هاي در معرض انقراض 
 خراردار و یرک برار مصررفشربیه دنردان  )snoopraH( نریش بره همررا  ،زهررسیسرتم تولیرد  سراختار
شرد   به تصرویر کشرید  3-2شکل درکه می شود  نگهداري رادوت) در کیسه aludaR nissolgoxot(به نام 
توخرالی، امرا مملرو از زهرر سرمی  هرا  ذخیر  شود. دندانرادوت  دندان می تواند در کیسه 15بیش از. است
یک دندان  .تزریق می شودزهر  ات عضلات به داخل کیسههستند. زهر در مجراي سم تولید شد  و با انقباض
پروز  برا انقبراض  sugam sunoCحرکرت مری کنرد،  )sicsoborP(پروز  درازبره داخرل از طریرق حلرق 
بره ) شبیه دندان داخل آن را که حاوي سم بسیار قروي اسرت noopraH(ش نیش زردمایل به ) sicsoborP(
 توس  پس از تزریق سم .می نماید نیش خود را وارد بدن ماهیو از این طریق د کنمی  نزدیک طعمهسمت 
 در نهایت، حلزون مخروطیماهی را صید می کند.  ،و حلزون می شودیا کشته فلج  بلافاصله  شکارهارپون، 





عکس  ب) کیسه رادوتو لوله زهر آناتومی کیسه زهر، دریایی. مخروطی ساختمان  سیستم تولید زهر در حلزون  الف) 3-2شکل
 )noopraHمیکروسکوپی نوك نیش (عکس  ) ج)sicsoborP( ) و انتهاي پوز noopraH( میکروسکوپی نیش
 
 حلزون هاي مخروطي بررسي هاي مربوط به سموم 9-2
حلرزون هراي . هسرتند  sunoC جنس از دریایی مخروطی حلزون سم از شد  جدا هاينوروپپتیدها، کنوپپتید
از  گونره  هرر  زهرر یک رد  از شکم پایان شکارگر از شاخه بی مهرگان دریایی با تنو  بات هستند.  مخروطی 
 خاص بسیار فعالیت با متنو  پپتیدهاي از یترکیب  است و به عنوان مختلف جزء 112 تا 15 شاملاین جنس 
  اسرت  نهفتره  فررد  بره  منحصرر  گونره  این در دارویی ترکیبات 111.15 از بیش که معناست بدان این هستند.
 .)4002 ,arevilO dna ualreT(
سم حلزون مخروطی را سبب شد نیش این نرم تنان بره  تفحص ازبدون شک، آنچه در ابتدا انگیز  تحقیق و 
علت ایجاد مرگ و میر در انسان بود. پیشگام این کار آلن کوهن بود، که براي اولین بار کشف کررد حلرزون 
و همکرارانش در اسرترالیا، مردارکی مبنری برر  ناداِنر رابرت  1790در سال  مخروطی ماهی شکار می کند و
وطری مختلرف، اجرزاي زهر حلزون هاي مخر  بت شدثا، وردندر خام آن به دست آخواص داروشناسی زه
 .)7791 ,6791 ,4791 ,.la te naednE ;0691 ,.la te nhoK ;6591 ,nhoK مختلفی دارد ( بیولوژیکی فعال
تلاش هاي اولیه براي خالص کردن پپتیدهاي سم حلزون مخروطی توس  یک گرو  اسرترالیایی انجرام شرد 
 و منجر به شناسایی یک ترکیب اسید آمینه از پپتید سم شد کره امرروز  بره عنروان  .)7791 ,.la te ecnepS(
 آمینه آن کاملا مشخص شد و سپس برا شناخته شد  است. اولین پپتید حلزون که توالی اسید  nixotonoc-µ 
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 پیونرد دي اسرید آمینره و دو  30 برا  برود. پپتیردي  IG nixotonoc-α سنتز شیمیایی توالی آن تایید گردیرد، 
   برررودجررردا شرررد  suhpargoeg sunoCسرررولفیدي کررره از سرررم حلرررزون مخروطررری گونررره 
 . )1891 ,.la te ,yarG ;8791 ,.la te ,zurC( 
نیز شناسایی شد که از دیگر گرو  هراي عمرد  پپتیردهاي   nixotonoc-α ،snixotonoc-µبه دنبال شناسایی 
توضی، داد که چرا نیش این حلرزون  suhpargoeg .Cفلج کنند  پستانداران بود. حضور این دو پپتید درسم 
 ,.la te zurC ;3891 ,.la te otaS ;3891 ,.la te arumakaN ;2891 ,yarG dna enotSبسیار کشند  است (
شرربیه و  هسرتند) α-nixotonocآنتاگونیسررت ق روي نیکرروتین ( امگررا کنوتوکسرین زی ررا هرر دو  .)a5891
-µ، همچنرین nixotarboCو  α-nixotoragnubزهرر مرار عمرل مری کننرد بره عنروان مثرال  نوروتوکسین
 دارنرد  nixotixaSیرا  nixotodorteTشربیه بره  سردیم اثرري به عنوان یک مسدود کنند  کانال  nixotonoC
 .)6891 ,.la te ikswoldyzcoM(
باعرث تشرنج و ایسرت  suhpargoeg  sunoCدر اولین مطالعات آزمایشگاهی مشخص شد که سم حلرزون 
 .)2691 ,naednE ,etyhW ;4791 ,ryG ,hsiraP ,naednEموش می شود (درتنفسی 
ها بر روي انوا  انتقال دهند  هاي عصبی در بدن از جمله گلوتامات، آدرنرژیک، سرروتونین و nixotonoC 
 .)1991 ,.la te ,arevilOسدیم، پتاسیم و کلسیم اثر می گذارد (هاي کانال هاي کولینرژیک و یون 
ها nixotonoC اد  قرار می گیرد. ها در هر دو تحقیقات علوم پایه و اکتشافات درمانی مورد استفnixotonoC
هاي یونی استفاد  می  به عنوان ابزار پژوهش از جمله در تعیین چگونگی کارکرد گیرند  هاي خاص وکانال
در تحقیقرات علروم nixotonoC -ω نقش بالقو  در درمان مستقیم بیمراري هرا دارنرد.  هاnixotonoCشود. 
 اعصررراب برررراي مطالعررره زیرگررررو  کانرررال هررراي کلسررریم مرررورد اسرررتفاد  قررررار مررری گیررررد 
 .)8002 ,ualreT& rekceB(
هرا برا استفاد  می شود. تعردادي از دارو  ها براي درك کارکرد کانال هاي سدیم خاص nixotonoCاز انوا  
داروي ضد دردي است که از حلرزون زیکونوتید ها هستند.  nixotonoCاز  تانسیل درمانی در حال اشتقا پ
مشتق شد  است و توس  ادار  غرذا و دارو  AIIVM nixotonoc-ωبا عنوان  sugam sunoCمخروطی گونه 
 تاییرد شرد  اسرت.  tlairP®برا نرام تجراري بره درمران براي درمان دردهراي مقراوم  )ADF( ایاتت متحد 
 .)2102 ,.la te siweLاثرات محافظ قلبی دارد ( K AIIVP nixotonoC-
، مشتق شد  و ممکن است  suhpargoeg sunoCمسدود کنند  نیکوتین است و از ، IIM XTC-αآنالوگی از 
 .)9002  ,hsotnIcM dna mazAنقش مهمی در درمان بیماري  پارکینسن داشته باشند (
 مردیریت درد مفیرد باشرد  می تواند در تئوري درمان بیماري آلزایمر، اعتیاد به نیکروتین و  snixotonoC- α 
 .)9002 ,hsotnIcM dna mazA(
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درد، صر ، سکته مغرزي و بیمراري  ها جهت درمان nixotonoC هش هاي درمانی آیند  می تواند ازدر پژو
از انتقال نوراپی نفرین می شود و  مانع )nixotonoC-ihC( کنوتوکسین خانواد  چیپارکینسون استفاد  کرد. 
 .)2102 ,.la te kcassE( هستنداي در درمان اختلال بیش فعالی و یا افسردگی  به این ترتیب، پتانسیل بالقو 
را مسدود می کننرد و ممکرن اسرت پروسره هراي التهرابی 2.1v aN و 6.1v aNها کانال هاي  nixotonoC 
ها ممکن است برنامه هاي  nixotonoC). دیگر 2102 ,.la te kcassEکاهش دهند (چندگانه تصلب بافت را 
 .)2102 ,.la te kcassEکاربردي در جهت مطالعه اسکیزوفرنی باشند (
 
 خانواده كنوتوكسينهاي پپتيدساختار  5-2
اسید آمینه هستند کره از سرم حلرزون هراي مخروطری جرنس  13الی  10هایی با توالی کنوتوکسین ها پپتید
 لیرورا اُ و نورترون  اسرت،  شد  شناختهکنوپپتید ها  همه بندي طبقه سیستماتیک طور بهجدا شد  اند.  sunoC
 اسراس  بر. کرد  اندبندي  طبقه توالی در موجودهاي  سیستئین تعداد و سیستئین الگوهاي به توجه با را آنها
دو اسید آمینره  از بیش با ییپپتیدها شامل اول گرو . تقسیم می شوند اصلی گرو  دو بهها کنوپپتید اصل این
 )4-2(شرکل  باشرد  مری فاقرد سیسرتئین  سیستئین یا یک با پپتیدهاي دوم گرو  که حالی درسیستئین است 
 اتصرال در  تفراوت  بره  توجره  برا  سرولفید،  دي باند از غنی پپتیدهاي براي .)6002 , arevilO dna notroN(
انردام  است ممکن مختلف پپتیدهاي ،seilimafrepuS ایناست. در  شد  تعریفهفت بات خانواد  سیستئین 
 خانواد  چنداز  nixotonoC ممکن است هرخانواد   بات هربه  توجه با بنابراین،. دنباش داشته مختلفهدف 
 معموتها کنوپپتید گیرند  هدف .شوند می بندي گرو  ،خود دارویی خواص به توجه با باشد که شد  تشکیل
 است. لیگانددریچه دار وابسته به  یونی هاي کانال و ولتاژ دار وابسته به دریچه یونی هاي کانال
برا آرایرش  سیسرتئین  شرش  حراوي  سرولفید  ديباند  از غنیي پتیدهاکنوپ Oدر بات خانواد   مثال، عنوان به
  :انرد  شرد  شناسرایی  مختلرف  خرانواد  چهرار  هستند و بر این اساس مختلف با منشا پپتیدهاییمختلف در 
 جلروگیري مری کنرد،  سردیم  ولتراژ بره دار وابسرته  دریچره  کانال سریع از غیر فعال شدن ،snixotonoc-δ 
 کانالبه  که snixotonoc-κ ،می شوندولتاژوابسته به  هاي دریچه از سدیم جریان مانع که snixotonoc-Oμ 
را کلسریم  ولتراژ دریچه دار وابسرته بره   هاي کانالکه  snixotonoc-ω و دارند تمایل پتاسیم دریچه دار هاي




 snixotonoC عمرد  )seilimafrepusهفت بات خرانواد  ( . دریایی مخروطی حلزونسم  از شد  جدا پپتیدهاي بندي طبقه 4-2شکل 
سیسرتئین  بین ماند  باقی آمینه اسیدهاي دهند  نشان C بین "-" علامت آن در که مشخص شد  سیستئین الگوهاي. استنشان داد  شد  
 فعرال  پپتیدهاي :PAC نفرین، نوراپی :EN نیکوتین، کولین استیل گیرند : hCAn: اختصارات. نامید  می شود حلقه اصطلاح بهکه  ،است
 .)6002 ,arevilO dna ,notroN( قلبی
آلفا  خانواد  طبقه بندي شد  اند که شامل اند در پنج شد  آنها تعیین هاي فعالیت که تعداد کنوتوکسین هایی
 .هستند )ω( امگا و)  μ( مو ،)κ( کاپا ،)δ( دلتا ،) α(
 )snixotonoC-αآلفا کنوتوکسین(
 تنرو . ماهی خوار جدا شرد  انرد  يها گونه از اکثراکه  ،مینه هستندآاسید  50-30 و سیستئین باند دو حاوي
 در  جرز  بره  سیسرتئین چرارچوب  .گونه هاي کررم خروار بردیهی اسرت  وگونه هاي ماهی خوار  سموم بین
 سیناپسری  پرس  مهرار  باعرث  کنوتوکسرین  آلفرا  .است شد  حفظها  کنوتوکسین آلفادر بقیه  IIS-nixotonoc
 از IIS و IS کنوتوکسرین  آلفرا  .می شود مرگ و فلج به منجر وشد   سیناپسی فضاي درگیرند  استیل کولین 
 .)1002 ,hsotnIcM dna senoJ(اند جدا شد   sutairts sunoC
 
 )snixotonoc-δ(دلتا کنوتوکسین
 میرل  sutairts sunoC ازجردا شرد    AIVSکنوتوکسرین  دلترا  ،سمی نیسرت داران  مهر براي اینکه  وجود با
 . دارد ولتاژ از مستقل سدیم هاي کانال به ییبات ترکیبی
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 پپتیرد است و  AIVP کنوتوکسین دلتاکه ماهی شکار می کند حاوي  snecsaruprup .C گونه سم مقابل، در
را  ولتاژ به حساس سدیم هاي کانال است و داران مهر  خاص کنوتوکسین دلتا که ،نامید  می شود 'فک قفل'
 .)5002 ,.la te ,dlopieL( می دهد قرار هدف
 )snixotonoc-κ(کنوتوکسینکاپا 
این کنوتوکسین ها در ابتدا در  نها را مهار می کنندآبه کانال هاي پتاسیمی وابسته به ولتاژ متصل می شوند و 
ماهی سبب افزایش فعالیت و سپس باعث افزایش انقباضات می شوند ولی سبب ایجاد فلج یا مرگ در ماهی 
 ).4002 ,AR iL( نمی شوند
 )snixotonoc- μ(کنوتوکسینمو
در ماهیچره  نال هاي سدیم وابسرته بره ولتراژ را داراي دو نو  آرایش سیستئین هستند این کنوتوکسین ها کا
 هدف قرار داد  و مهار می کنند. مو کنوتوکسین ها به منظور تحقیق در مورد کانال هاي سدیم مفیرد هسرتند 
 .)4002 ,AR iL(
 )snixotonoc-ω(امگا کنوتوکسین
دارند که کانرال هراي وابسرته بره ولتراژ پیوند دي سولفیدي  3اسید آمینه هستند و  13الی  42پپتید هایی با 
امگا کنوتوکسین ها بر سیسرتم  ،ن کانال ها با احساس درد مرتبطندبه دلیل اینکه ای سدیم را مهار می کنند و
 .)6-2و  5-2(شکل )6002 .E remmorP ( و بنابراین داراي اثر ضد دردي می باشندعصبی اثر می گذارند 
 
 
 نشان داد  شد  است. تعداد و آرایش سیستئین ها در ساختمان خانواد  هاي مختلف انوا  خانواد  کنوتوکسین. 5-2شکل




کانال هاي سدیم  snixotonoc- δ . کنوتوکسین ها هدفی براي به عنوان پیش سیناپسی عصبی از انتهاي نماي شماتیک 6-2شکل 
  snixotonoc-ω ،در ارتباط هستندوابسته به ولتاژ کانال هاي پتاسیم  با. snixotonoc- κ را مهار می کند غیر فعال ولتاژ وابسته به 
    .را مهار می کنند استیل کولیننیکوتین  یرند گ snixotonoc-α را مسدود می کنند. سیناپسی پیشکلسیم وابسته به ولتاژ  کانال هاي
 .)9002 .H ,ualreT( هاي سدیم وابسته به ولتاژ را مسدود می کنند کانال  snixotonoc-Oμو  snixotonoc-μ
 درد  6-2
 مرزمن  یرا  حراد  صورت به است ممکن که است بافت نهانى یا آشکار آسیب به مربوط ناخوشایند حس درد
 از کره  اسرت  دردى سپتیو نوسى. شود مى تقسیم cihtaporueN و evitpecicoN نو  دو به مزمن درد. باشد
 درد. شرود  مرى ایجراد  )srotpecicoN( سرپتورها  نوسرى بره  موسروم  اى  ویرژ  هراى  گیرنرد  شدن تحریک
 مرى  ایجراد ) مرکزى یا محیطى( عصبى سیستم به آسیب واختلال عملکرد  اثر در که است دردى نوروپاتیک
 سرطحى  هراى  بافرت  یرا  پوست تحریک به مربوط تواند مى ها rotpecicon در سپتیو نوسى درد منشا .شود
 .شودی م نامید ) niap citamos laicifrepus( سطحى سوماتیک درد صورت این در که باشد
 عررو  اسرتخوانها،  تانردونها،  ،لیگمانهرا  در ها  rotpociconتحریرک  به مربوط  evitpecicon درد منشا اگر 
 دردها، نو  این که شود مى نامید  )niap citamos peeD(عمقى سوماتیک درد نام باشد به عضلات یا خونى
 .)3002 zliH dna dorlexA( و مداوم هستند مبهم ،خفیف
 معمروتا  و دارد دهند  آگاهى نقش و دهد مى خبر عصبى ىانتها در آسیب وجود از )niap etucA( حاد درد
 بکشرند،  طرول  مرا  6 ترا  یرک  کره  دردهرایى  به. دارند دوام روز 13 از کمتر که شود مى اطلا  دردهایى به
 گفتره  )cinorhC(مزمن درد باشند، داشته دوام ما  6 از بیش که دردى بهو  )etucaebuS( حاد تحت دردهاى
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ناشی از آسیب به اعصاب محیطی هستند  ،هاي نوروپاتیکدرد .)1991 , etnarreF dna kinhcirG( شود مى
و کننرد   اغلب درد هراي نراتوان  درد نوروپاتیک شان می دهندنکه اغلب به صورت درد هاي مزمن خود را 
 ;8891 .nosreyeM dna renrA( پرردردي اسرت  و آلوداینیا، درد خود به خود است و شاملبه درمان  مقاوم
حیوانی به طور فراوان براي بررسی مکانیسم هاي مولکولی دخیل  امروز  از مدل هاي. )9791 ,.la te ,llaW
 در ایجاد درد هاي نوروپاتیک استفاد  می گردد.
 مزمن درد ایجادكننده يها بيمارى
، دردهاي ، دردهاي احشاء داخلی بدنسردرد، کمر درد، دردهاي مفصلی و استخوانی، دردهاي ستون فقرات
  ایجاد درد هاي مزمن می شوند.هاي نوروپاتیک باعث سرطان و درد
 سرطان درد
 مری  سوال احتمالی برآیندهاي مورد در سرطانی بیماران از وقتی که است رایج حدي به سرطان با همرا  درد
 .شود می مطرح ترساند، می را بیمار همه از بیشتر که پیامدي عنوان به درد شود،
 هراي  سلول در سرطانی سلولهاي نفوذ مثل( سرطان به مربوط مستقیما است ممکن سرطانی بیماران در درد
 برا  ارتبراط  بردون  یا) درمانی پرتو یا جراحی( سرطان درمانهاي نتیجه دریا ) اعصاب روي فشار یا استخوانی
 تومورها از تواند مىیا  است تومور با مستقیم درگیري اثر در سرطان از ناشی درد اکثرا. باشد) ضربه( سرطان
 .هستند مزمن درد با همرا  غالب ا که شود ایجاد اعصاب و ها بافت در) پارگى( تسریشن یا
 نوروپاتیک درد
از  % 8و ایراتت متحرد   از جمعیرت  درصرد  50بریش از کره  است عصبی یک بیماري مزمن درد نوروپاتی
 بره  غالبر ا  کره  اسرت  محیطرى  عصبى سیستم ،محیطى نوروپاتیک درد منشا  .هستندآن گرفتار جمعیت اروپا 
 می کننرد  حمل را درد هاى پیام که اعصابىشود.  مى احساس سوزن یک با شدن سوراخ یا سوزش صورت
 اعصرابى . نمایند حمل و تولید را درد هاى سیگنال و شد  دپوتریز  آسیب یا فشار تورم، اثر در است ممکن
ایرن شرکل از درد برراي بسریاري از  .شروند  درد احسراس  ادامره  موجب است ممکن کنند مى پیدا التیام که
 شررردیدي مررری کنرررد کررره مرررزاحم زنررردگی روزانررره آنهرررا مررری شرررود  دردبیمررراران، ایجررراد 
 .)8002 ,.la te ,arissahuoB ;8002 ,la te ,droflA(
 
 كانا  هاي یوني 7-2
سدیم وکلر را ون هاي کوچک مانند کلسیم، پتاسیم، کانال هاي یونی گرو  خاصی از پروتئین ها هستند که ی
ها) (لیگانرد  باز و بسته شدن این کانال ها به ولتاژ غشا یا اتصال مولکرول هرا  دهند.از میان خود هدایت می 
 خابی هستند.تبستگی دارد این کانال ها داراي خاصیت ان
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خاصری از کنوتوکسین ها کانال هاي یونی را هدف قرار می دهند و هر کنوتوکسین تمایل اتصال به یک نو  
 )5-2بخش(رجو  شود به . داردرا کانال 
 
 انواع كانا  هاي یوني 1-7-2
 :بر اساس نو  محرك کانال هاي یونی به سه گرو  تقسیم بندي می شوند
 هاي یونی دریچه دار وابسته به ولتاژ کانال-0
و به دو یچه کانال را باز و بسته می کنند مغناطیسی در نهستند و تحت تاثیر میداولتاژ  این کانال ها حسگر 
و کانرال هرایی کره سربب  کانال هاي که سبب برقراري جریان یون ها رو به داخل غشا می شروند  زیرگرو 
هاي رو به داخل می توان به کانال هاي از کانال . تقسیم می گردند جریان یون ها رو به خارج غشا می شوند
 . و از کانال هاي رو به خارج کانال هاي پتاسیمی هستند ار  کردکلسیم و کلر اش ،کاتیونی پتاسیم
 لیگاند به وابسته دار دریچه یونی هاي کانال-2
این کانال ها در ساختار پروتئینی خود داراي جایگا  ویژ  اي براي اتصال مواد شیمیایی هستند و تغییر ایجاد 
مانند کانال هاي کراتیونی حسراس  می شود.شد  در آرایش مولکولی پروتئین موجب باز شدن دریچه کانال 
ا گیرند  گلیسین سروتونین یا گلوتامات به استیل کولین که بعد از اتصال لیگاند باز شد  و به کاتیون سدیم ی
 .اجاز  عبور می دهند
 ر شکل مکانیکییحساس به تغی یونی هاي کانال-3
 باز می شوند. در اثر کشش و و به کشش حساس اند قرار دارنداي عضلانی ه لاغلب در سلو
 سدیم هاي کانال
 عملکرردي  جزء آلفاجزء اند شد  تشکیل بتا و لفاآ واحد زیر دو از و هستند زیادي تنو  داراي ها کانال این
 .هستند اهمیت حایز بسیار ولتاژ حسگر عنوان به و بود  کانال
 -
 پتاسیم کانال
 پتاسریمی  کانرال  نرو  17 از بریش  امروز  و شد کشف تاخیري کنند  سو یک پتاسیمی کانال، 2590 سال در
 تراثیر  تحرت  و شروند  مری  مهار مینوپیریدینیآ ترکیبات و مونیومآ اتیل تترا توس  اغلب و است شد  کشف
 .گردند می فعال غیر سلولی خارج باریم افزایش یا و سلولی درون سدیم یشافزا
 کلر هاي کانال
 وابسته -2 ولتاژ به وابسته -0 گرو  سه به و ندارند مهمی خیلی نقش پذیر تحریک هاي سلول در گرو  این





 که عبارتند از: شوند می تقسیم گرو  زیر 5 به واحد زیر اساس بر 
 ریز درون غدد و قلب عضلانی هاي سلول در .شود می فعال سلولی غشاي از باتتر ولتاژهاي در  L نو  -0
 .است کانال این براي خوبی کنند  مهار نیفدیپین مانند پیریدین هیدرو دي ترکیبات و دارد وجود
 حلرزون  سرم . شرود  مری  فعرال  ترر  منفی هاي پتانسیل در و بود  عصبی هاي سلول خاص اغلب   Nنو -2
 .کند می مهار را این نو  کانال نوتوکسینک امگا نام به روطیمخ
 مهرار  عنکبوت نوعی سم توس  و ندا شد  گزارش مخچه پورکینژ هاي نورون سلولی جسم در Q/P نو -3
 .شود می
 دسرت  در آن مرورد  در کاملی اطلاعات هنوز و است شد  گزارش مخچه گرانوتر هاي سلول در R نو -4
 .نیست
 شرد  شگرزار  قلبری  –عصبی هاي سلول در و شود می کلسیم گذري و مدت کوتا  ورود موجب T نو -5
 .)9991 ,releehW dna neisT( شود می مهار نیکل توس  و است
) توس  امگا کنوتوکسین مرورد هردف قررار sCCSV( N نو  ولتاژ به وابسته دار دریچه هاي کلسیمی کانال
 درد مهرار  و کنترل براي فیهد عنوانبه گرفته و از این طریق انتقال درد در سیستم عصبی را مهار می کند و 
 .)9991 ,oneroM ;5991 ,nardnahcamaR dna hcinajliM ;8991 ,llarettaC( هستند اهمیت حایز مزمن
، سروماتیک عصربی و در سرلول هراي در سراسر سیستم عصبی یافت شد  انرد  Nکانال هاي کلسیمی نو   
 ,.la te ,keorbnetseW ;4991 ,.la te ,slliM( حضور دارندو پایانه هاي آکسون  دندریتیکدندریت، محور 
 ). 2991
 Nنرو  کانرال هراي کلسریمی بره  مشرابه یاتصرال الکتروفیزیولوژیرک وکانرال هراي کلسریم برا خرواص 
 اند شناسایی شد نیز مرکزي غد  فو  کلیوي  در قشر درون ریز در سلول هاي اعصاب و غدد sCCSV
 .)0991 ,redienhcS dna reletiT(
 سنتز پپتيد 8-2
 تعیرین  طریرق  از مسرتقیم به طرور  -0ي را به دو روش می توان شناسایی کرد پپتید سمومپتانسیل کاربردي 
 )scimotpircsnarT( خاصبافت  ازسم  ژنتیکی توالی تعیین با -2 و) پروتئومیکس( سم توالی ساختار اولیه
براي بررسی هاي علمی روشی کاربردي  آن نوترکیب تولید یاپپتید  شیمیایی سنتزسم  توالی شناساییپس از 
 .استو موثر 
 هاي مخروطی به سم گیري از حلزونکه حجم زیادي سم بدست می آید در  روش سم گیري مار خلاف بر
 مصرنوعی  سنتز توس  زیادي حد تا عملکردي اثر خصوصیات می شود، کمتري تولید سم توجهی قابل طور
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می توان با روش سنتز مقردار  فعال این سموم  اثرات زیست سنجش براي بنابراین .است یافته افزایش پپتید
 کافی سم به دست آورد. 
  دو را  وجود دارد، از سیستئین غنی پپتیدهاي براي سنتز 
بره میزبان مشابه  یا باکتري نو  یکدر  پپتید بیان -2 یا و )SPPS( جامد در فاز پپتید سنتز شیمیایی روش-0
 .)8002 ,arevilO & .jaluB( صورت نوترکیب
یکری از  انتخاب کلی طور به و ،دندار معایبی مزایا وکدام سنتز پپتید در فاز جامد و تولید نوترکیب پپتید هر 
 ،)و... برازآرایی ماننرد ( ترجمه از پس تغییرات وجود عدم یا وجود قبیل از ییها ویژگی توس  این دو روش
 انجام می گیرد. بیوشیمیایی خواص وپپتید  طول
 تغییررات   همچنرین  و ،(طول کوتا ) دارند آمینهاسید  13 به نزدیک متوس  طور بهبراي کنوتوکسین ها که  
این  سنتزبراي  قابل توجهی طور به )SPPSرا تحمل می کنند. سنتز پپتید در فاز جامد ( ترجمه پس از متعدد
 .)8002 ,ualreT dna rekceB( استمناسب پپتید ها 
 در پپتیدهاي و می شود قیمت گران و دشوار بسیار جامد فاز در پپتید سنتز ،پپتید طول افزایش با حال، این با
 مرورد  در .می باشرد  ساز مشکل اغلب ، کهاستنیاز  شیمیایی هاي واکنش جهت ثابت کردن پپتید به طویلتر
سیسرتم  در نوترکیرب پپتیرد بره صرورت  بیران  ،مری باشرند  ترجمه پس ازتغییرات  فاقد که طویل پپتیدهاي
 .است iloc .E باکتريمیزبان  در بیان روش ترین رایج که است مناسبی جایگزین هترولوگ
 
 )SPPS(sisehtnyS editpeP esahP diloS سنتز پپتيد در فاز جامد 1-8-2
که در حال حاضر سرنتز پپتیرد در روش فاز جامد و روش فاز محلول ود دارد دو روش براي سنتز پپتید وج
لفا آمرین و زنجیرر  آآمینه که  هاي. سنتز پپتید در فاز جامد با اضافه شدن ترتیبی اسیدمرسوم استفاز جامد 
هاي آمینه از انتهاي آمینی به وسیله اسید .جانبی آنها محافظت شد  است به فاز جامد پلیمري انجام می گیرد
 )COB( lynobracyxotuB-tو یرا ) comF( lynobracyxolyhtemlyneruolf-9ی نظیرر گررو  هراي متفراوت
 comF. رزین ها از کوپلیمر شدن استایرن و دي وینیل بنزن حاصل شد  انرد. اسرتراتژي می شوندمحافظت 
 بعلت استفاد  از شرای  ملایم در مرحله حفاظت زدایی بیشتر مورد استفاد  قرار می گیرد.
 1690 سال درریفیلد مِ رابرتبار توس  است که اولین  شیمیایی سنتز روش )SPPSسنتز پپتید در فاز جامد (
 این روش موفقیت .)3691 ,dleifirreM( کرد دریافت 4890 سال دررا  نوبل جایز  بیان شد و به این منظور
انجام نمری تز بهینه اي نس مایع فازکه در  ،رزین بود یا و جامد حمایت فاز تحتپپتید سنتز  یندآفر بهبود در
می شود و تحت فراز  متصل رزین به لینکرتوس   C از انتهاي آمینه اسید اولین جامد، فاز از استفاد  با. گیرد
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 تحت حمایت فراز  فاز جامد)(تا زمان جدا شدن از رزین  پپتید شدن طویل و جامد بی حرکت باقی می ماند
 ادامه می یابد. جامد
 هرر  برین  هرا  معررف  شسرتن  وحفاظت زدایی ، آمینه هاياسید جفت شدن تکرارِ شامل سنتز اساسی چرخه
هرر اسرید  N انتهراي  حفاظت گرو  و شود می اضافه رشد حال در پپتید پلی به آمینه اسید هر .مرحله است
 تسرهیل  ي راپپتیرد  باند تشکیلدیگر  فعال گرو  یک و شودمی  برداشتهاسید آمینه بعدي  اتصال از قبلآمینه 
براز  و ناپایردار  اسرید ) عبارتند از SPPS( در فاز جامددر سنتز پپتید  عمد  رویکرد دو .)7-2(شکل  می کند
خطر  موادي با از استفاد زیرا  مورد توجه است زیستی علوم هاي آزمایشگا  از بسیاري در دومی که ،ناپایدار
-9(  comFعنروان  بره  سرنتز براسراس براز ناپایردار تررجی، داد  مری شرود.  ترر  خفیف کلی شرای  و کمتر
 .)6002 ,la te ,dralbmA(یت دارد ارجح) در سنتز پپتید در فاز جامد lynobracyxolyhtemlyneruolf
 حفاظت می کند ناخواسته جانبی هاي واکنش از را آمینهآلفا  حفاظت کنند  است که گرو  گرو  یک comF
جدا  پپتید، سنتز اتمام از پس. جداسازي شود فرم آمید متیل دي وپیپریدین  درپایه  شرای  تحت که زمانی تا
 .انجام می گیرد) AFT( dica citecaoroulfirt توس  شدن پپتید از رزین 
 از استفاد  با رزین از جدا کردن پپتید براي خاص تجهیزات به نیاز  COBجامد سنتز پپتید در فاز   مقابل، در
حراوي  اسرید آمینره  خطری  پپتیرد  ،سنتز پپتیرد در فراز جامرد  اتمام از پس .دارد) FHهیدروفلوریک اسید (
 توسر  سرولفید  دي بانرد هراي  برازآرایی  در .اکسریداتیو دارد  برازآرایی نیاز بره  بعدي هاي گامدر سیستئین 
ماننرد گلوتراتیون  سرولفید  ديباند هراي  ي از مواد جابه جا کنند  یمخلوطو اضافه کردن  هوا اکسیداسیون
 .)3002 .la te ,jaluB( انجام می شود  تیول هاي گرو  حاوي کم وزن هاي مولکول دیگر یا اکسید و احیا
اتصال  رزین ها ، جمله ازانجام شد   ،اولیهنسبت به روزهاي  جامد در سنتز پپتید در فاز بسیارياصلاحات  
دسرتگا  اسرتفاد  از از همره شد  است و مهمتر  سازي بهینه هاي فعال گرو  و حافظت گرو  هاي دهند  ها،
 سبب تغییرات اساسی  بعد از آن هاي آوري فن انوا  و خودکار دستگا  سنتز ت.سنتز پپتید اسبراي خودکار 
سرنتز . )8002 .inipaP dna onitabaS( شد  اسرت در سنتز پپتید  انسانیکاهش نیروي  و سرعتدر افزایش 
 توجره  برا  دریایی حلزون سموم پپتیدهاي مشتق شد  از سنتز در غالب رویکرد شک پپتید در فاز جامد بدون





 زمان تولید تا اتصال، سازي فعال ، حفاظت زداییبر اساس تکرار  سنتز فرآیند .comF جامد فازسنتز پپتید در  کلی طرح 7-2شکل




 ) puorG gnitcetorP( حفاظتزنجيره جانبي در سيستئين و گروه  4-2
 امرري اسریدهاي آمینره یکری از مهرم تررین مسرایل در شریمی پپتیرد و زنجیرر  هراي جرانبی  حفاظرت از
 .نگه داشتن پپتید استفعال  و قدم اول براياجباري براي جلوگیري از پلیمریزاسیون اسید آمینه 
  تحرت شررای  اکسریداتیو متحمرل تغییررات فراوانری مری شرود  اسرید آمینره سیسرتئین  تیرول  عاملی گرو 
تیرول  عراملی  برر ایرن گررو  عرلاو  .را انجرام مری دهرد  فیزیولروژیکی  از فرآینرد هراي  بیشماري و تعداد
بره عنروان یرک ترکیرب  پرروتئین هرا و پپتیردها  هاي دي سرولفیدي در سراختار ا ایجراد پیونرد سیستئین ب
فعرال  هايیرا پپتیردهرا قدرتمنردي در حفرظ سراختمان و ایجراد آنرزیم  عملکرردي هسرته دوسرت نقرش
 زنجیرر  کلری طرور بره. برگشرت پرذیر عمرل مری نمایرد مولکرولی یرر دهنرد تغی یرک عنروان دارد و بره
 فیزیولروژیکی  شررای  در آمینره  هراي  اسرید  سرایر  جرانبی  هراي  زنجیرر  نسربت بره بقیره  سیستئین جانبی
بره علرت حضرور گررو  عراملی  کره ایرن ویژگری . مری شرود  گرفته نظر در دوست هسته عامل ترین قوي
  .)3102 ,llorraC dna etnoC( تیول در ساختمان آن است
 در امرر کره ایرن  شروند  در مقابرل هروا اکسرید  توانرد  مری  سیسرتئین  حراوي  پپتیردهاي    گردیرد  مشخص
 تشرکیل و (دي سرولفیدي) مولکرولی داخرل پیونرد تشرکیل سربب در نتیجره اسرت و شرایع خنثری Hp
 ترر  پیچیرد  کرار  باشرد  یکری  از بریش ها پتیرد پ تروالی  در سیسرتئین  تعرداد  اگر حال. گردد می حلقوي پپتید
و الیگرومر شردن آن  پپتیرد مولکرول انباشرت سربب هرا مولکرول درون سرولفیدي دي بانردهاي و شرد 
 اکسریژن  برا  سرریعا  محیطری  شررای  تراثیر  تحرت  سرنتز  از پرس  هاي غنری از سیسرتئین پتیرد پ. شرد  خواهد
 دسرت  از را و تشرکیل سراختمان کراربردي  برازآرایی  ایجراد  کرارآیی و ) شروند  مری  اکسرید (شرد   ترکیب
 .دهند می
زنجیرر  به عنوان یک گرو  کاربردي و مفید  برراي حفاظرت از ) mcA( lyhtemodimatecAگرو  بنابراین 
و در  اسرت  پایردار  پپتیرد  سرنتز  معمرول  شرای  تحت و اسید آمینه سیستئین شناخته شد  است ،تیولجانبی 
  مراحل حفاظت زدایی پپتید متصل به رزین و سرنتز زنجیرر  هرا از گررو  تیرول سیسرتئن کنرد  نمری شرود 
بره گررو  تیرول اسرید آمینره سیسرتئین از  mcAحرال برا اتصرال گررو  حفاظرت . )3791 ,.la te ,rebeV(
برا یرک روش می توان گرو  حفاظرت را اکسیداسیون جلوگیري کرد  و در مراحل بعدي پس از سنتز پپتید 
  و ایجاد فولد خواهد شد. بازآراییپپتید خطی آماد   تیول جدا نمود که در این صورتاز حفاظت زدایی 
 
 )noitcetorpeD( زنجيره جانبي در سيستئين زدایي حفاظت 11-2
 باید وو از زنجیر  جانبی جدا نمی شوند  هستند پایدار AFTدر غلظت هاي باتي  mcA حفاظت هاي گرو 
روش هراي مختلفری برراي  گردنرد.  از زنجیرر  جرانبی سیسرتئین حرذف  جایگزین هاي روش از استفاد  با
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 ،استات جیو  وجود دارد که عبارتند از سیستئین مینهآاز زنجیر  جانبی اسید  mcAجداسازي گرو  حفاظت 
س کرم لیوم جزو فلزات سمی اسرت و در مقیرا تا .و تالیوم تري فلورواستات، دي متیل سولفاکساید ، یدنقر 
 .)2791.onijuF dna adatiK ;7891 .la te ,akatO( باید استفاد  شود
و شرای  حفاظت زدایی با یرد برراي به همرا  دارد د  از ید براي حفاظت زدایی پپتید مشکلات زیادي ااستف
بهینه و تنظیم شود در این روش تشکیل دي هیردروآتنین و اضرافات یرد بره باید به صورت مجزا هر پپتید 




 اكيسداتيو بازآرایيوالش هاي  1 -11-2
 از سیسرتئین اسرت و  غنی هايپپتید بیولوژیکی و شیمیایی یک مسیر مهم و ویژ  در سنتز اکسیداتیو بازآرایی
 هستند و واکسیداتی بازآرایی مطالعه براي مفید مدل یکها  nixotonoC می باشد. نامه پایان اصلی این تمرکز
 است.حایز اهمیت  دارویی و هم توسعه شیمیایی روش شناسی آنها هم از لحاظ بازآراییبررسی 
سراختار سره بعردي در پپتیردها و ایجراد  وهاي دي سولفیدي بانداکسیداتیو، و یا تشکیل همزمان  بازآرایی
بانرد  دهنرد  لبه وسیله مرواد انتقرا داخل بدن، و یا  شرای ، معموت توس  آنزیم هاي مختلف در ها پروتئین
عادل اکسید ت در هر دو مورد، منبع نهایی .انجام می گیرد در شرای  آزمایشگاهی هاي دي سولفیدي بیشمار،
 برین هرا  انتقال مستقیم الکتررون  اکسیژن مولکولی است. اما، ،هاي دي سولفیديپیوندبراي تشکیل ها کنند  
 تیول هاي گرو  اکسیداسیون تسهیل منظور به نتیجه، در انجام نمی گیرد.تیول و اکسیژن مولکولی گرو  هاي 
 ماهیرت  و محتروا  اسراس  بر ها واسطه این. شود می استفاد  هاي ویژ  اي واسطهاز  سولفید دي باند هاي به
 هسرتند  متفراوت  تروجهی  قابرل  طرور  بهکوفاکتور  عنوانبه ) DAF( نوکلئوتید دي آدنینفلاوین   با آنزیمی
، آهرن و دي سرلنید در مرس  خصروص  به انتقال دهند  (واسطه) فلزي چند. )2002 ,namssieW dna uT(
 ;9991 dna 8991 ,.la te ,ruhcaK ;8002 ,.la te ,dleB(هسرتند موثرتشرکیل بانردهاي دي سرولفیدي 
 .)6691 ,ecallaW
 خرود  که ،استفاد  می شوند دهند  عمومی باند هاي دي سولفیدي انتقال به عنوان ها واسطه این حال، این با
در  و است سولفید دي دهند  باند انتقال ترینرایج گلوتاتیون. مطرح هستند دومهاي سط، واسطه  عنوان به
 مرررری گیرررررد  قرررررار اسررررتفاد  مررررورد آزمایشررررگاهی و برررردن داخررررل شرررررای  دو هررررر
 .)0791 ,refualteW dna anexaS ;5002 ,jaluB ;6002 ,.la te ,ihtravarkahC ;2991 ,.la te ,gnawH(
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مهرم اسرت زیررا  هاپپتیدو پروتئین ها  از عملکرد بسیاريدر دي سولفید  باند هاي صحی، و درست تشکیل
و همکرارن  ننسفساختار فعال آنها می شود. که این براي اولین بار توس  آن ثباتسبب دي سولفید  باندهاي
ایرن ادعرا و . )7591 ,.la te ,aleS( نشان داد  شد Aریبونوکلئازدر سولفید باند دي با کاهش  7590در سال 
ایرن . )1691 ,.la te ,nesnfnA( گردیدشد  تایید  احیاء A ریبونوکلئاز آتی با فعال کردن مجدد اتقتحقیدر 
دي سولفید است که آنها مری توانرد بره  باند ها و پروتئین هاي حاويپپتیدواض، به  اشار اولین آزمایش ها 
 و واسطه هایی را براي ایجاد باندهاي دي سولفیدي فراهم کنند. بازآراییصورت ذاتی مکانیسم 
 ي برا افرزایش تعرداد پرل هراي دي سرولفیدي سرولفید  دي باند الگوي تشکیلتمایل   کاملا واض، است که
(به طوري کره بخرش  خواهد شد بسیار مشکلتر نظر موردتوالی  طول و کاهش (افزایش تعداد سیستئین ها)
 در انرداز  همران  بره  سرولفید  دي ایزومرهراي  همره  اگر پپتید از سیستئین تشکیل شود)بزرگی از کل توالی 
 دي ایزومرهراي  کرل  تعرداد  پرس  )اتفا  می افتدندرت  به که(باشند   تمایل مورد انداز  همان به و دسترس
ساختمان صرحی، در بنابراین ایجاد . با افزایش تعداد سیستئین ها در توالی یک پپتید افزایش می یابد سولفید
تنظریم روش مناسرب  انتخراب صرحی، مرواد و  زیادي از سیستئین بسیار مشکل و نیاز به دیک پپتید با تعدا
اي آمینره افرزایش تعرداد اسرید هر رابطره  0-0تا ساختمان صحی، در پپتید ایجاد شود. جدول  دارد بازآرایی
که نشان دهند  میرزان  .ولفیدي نمایش می دهدهاي دي سمیزان افزایش تعداد ایزومرسیستئین در پپتید را با 
دسرترس  سرولفید در  دي ایزومرهاي این همه که است ذکر شایان صحی، با بازد  بات است. بازآراییسختی 
با توجه به محدودیت مکانی اعمال شد  توس  زنجیر  هراي جرانبی هرر  نیست و ایجاد نمی شود. هر پپتید
کلری  سراختار  محدودیت ساختاري زنجیر  اصلی هر اسید آمینره برخری یک از اسید هاي آمینه، و همچنین 
پپتیردها مجراز (سی) برراي  ψ(فی) و  φ خاص چرخش زوایاي تنها و پیشنهاد می شود، پپتید هايبراي باند
پپتیردي  پیونرد  در ساختمان رزونانس نتیجه و در مسط، است همیشه تقریبا )ωچرخش امگا ( زاویه( .است
 داد  نشران  اخیرا تشکیل نمی شود. مجاور سیستئین دو بین  سولفید ديباند  مثال، عنوان بهانجام می گیرد) 
مجاور هم دارد داراي  دي سولفیدي دو که سولفید ديایزومر  سهبا  AIIIPکه بازآرایی مو کنوتوکسین  شد 
 از بریش  توانیرد  مری دي سولفید  ایزومر یک این، بر علاو  .)2102 ,.la te ,ezteiT( فعالیت بیولوژیکی است
از لحراظ مکرانی اصرلاح  ایزومرها و شود شکسته بایدپیوندها  که طوري به ،داشته باشد بعدي فرم سه یک






ها را در یک پپتیرد نشران مری دهرد و ین تعداد سیستئ ستون سمت چپ نمایش تجربی تعداد ممکن ایزومرهاي دي سولفید. 0-2جدول 
پپتیردهاي  برر اسراس ایزومرهاي دي سولفید را نشان می دهد که رابطه خاصی با سیستئین دارد . ایرن جردول  ستون سمت راست تعداد
 .است تنظیم شد شکم پایان سمی دریایی  یافت شد  دراسید آمینه سیستئین موجود در توالی  60حاوي 


































 هراي  روش توسعه براي عالی نقطه شرو  یک و هیجان انگیز چالش یک پپتیدها اکسیداتیو بازآرایی ،کل در
 که در صفحات آتی راجع به آنها بحث خواهد شد. دهد می ارایه روش شیمیایی و جدید بازآرایی
 
 )ortiV nI(داتيو در شرایط آزمایشگاهيياكس بازآرایيواكنش هاي  2-11-2
 عمرد  دسته سه به ها روش ینا. وجود داردپپتیدها غنی از سیستئین داتیو یاکسبازآرایی ین روش براي چند
برازآرایی ز گلوتاتیون و دي متیل سولفاکسرید، فاز محلول مانند استفاد  ا شوند: بازآرایی بر اساستقسیم می 
 .)8002 ,.la te ,hcaB( xo raelCمانند رزین و بازآرایی بر اساس رزین پشتیبان پلیمري  اساساکسیداتیو بر 
 از جلروگیري  منظرور  بره  و شرود،  مری  انجرام  محلرول  درمعمروت  هرا  پروتئین و پپتیدها اکسیداتیو بازآرایی
 . )7991 ,.la te ,sinnA( )میکرومول 15-12(باشد  رقیق بسیار پپتید شدن پپتید تزم است کهاولیگومریز  
 بره  تیرول  : رانردن سراختار وجود دارد در شرای  آزمایشگاهی اکسیداتیو بازآراییمسیر براي به طور کلی دو 
 .پل یا باند هاي دي سولفیدي گامو تشکیل گام به دي سولفید  پیوند سمت
یرر متغ %59 ترا  5 از بازآرایی عملکرد و هستند متمایز تخلیص مراحل و بازآرایی در ایجاد یک روش دو این
 .)3002 ,.la te ,razameC ;5002,.la te ,kezcuB( است
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گررو  هراي  از تعردادي  توس  اما است، سولفید دي تشکیل پل الگوي بازد  تنها نظري لحاظ از روش دوم
  می شود و نیازمند چندین مرحله خالص سازي است. محدود سیستئین حفاظت
  کارآمد تخلیص بهمحدود  اساس ا هاي دي سولفیدي پل گام به گام تشکیل روي پیش هاي چالش که آنجا از
 .متمرکز می شود دي سولفید هاي بر روي روش هدایت تیول براي ایجاد پل تحقیق ما .است محصول
هر  که ،ي تیول آزاد به کار برد  می شونددي سولفید از گرو  هان هاي متعددي براي تشکیل پل هاي اکسیدا
آزمایشرگاهی  شررای  درکره  یاکسریدان دارند. متداول ترین  کدام به نوبه خود مزایا و معایب خاص خود را
 گلوتاتیون از مخلوطی ،استفاد  می شود سولفید ديباندهاي  انتقال به منظور پپتیدها اکسیداتیو بازآراییبراي 
) 2991 ,.la te ,gnawH( ن در شربکه اندوپلاسرمیک آکشرف  قبرل از ) 8-2(شکل  احیاء می باشد. و اکسید
بهتررین گلوتراتیون خرود که  است نای بر اعتقاد زیرا ،بود  سولفید دي دهند  انتقالذاتا یک ماد   گلوتاتیون
مرورد اسرتفاد  قررار مری اي به طور گسترده که دیگر مواد اکسیداتیو .است بدن داخل در اکسیداتیو بازآراي
 است.آهن و مس خصوصا ، فلزي دهند  هاي ، ید و انتقال)OSMD( دي متیل سولفوکسید ،گیرند
 اضرافی  ترکیرب  تشرکیل  ثابت شرد  اسرت کره  و شد گزارش 5790 سال در OSMD اکسیداسیون مکانیسم
 برر  مبتنری  اکسیداسیون اگرچه. )5791 ,.la te ,wonS( این ماد  است کنند  محدود املع تیول-سولفوکساید
 .)6891 ,rethcehS( شود متیونین در سولفوکساید تشکیلسبب  توانید می OSMD
 با و سبب پیشرفت واکنشاست  تیول هاي گرو  سولفینیل واسطه یدید شکل به که ،است قوي اکسیدان ،دی
می  یدید هیدروژن اکی واتن دو و سولفید دي یکتشکیل سبب  و می شود تیول ازاکی واتن هاي دیگري 
سرایر  اکسیداسریون  تواند می ید توس  شد  تشکیل سولفید دي حال، این با. )1791 ,.la te ,yhenaD( شود
 اکسریندول  بره  تریپتوفران  اکسیداسریون  و متیرونین  در سولفوکساید گیري شکل جمله از ،اسیدهاي آمینه ها
 .)7691 yelpuR dna negedtraH ;9002 ,.la te ,anawkihC( دهد افزایش را تریپتوفان
 ایرن . )9991 ,.la te ,ruhcaK( اسرت  شرد  شرناخته  نیرز  مرس  گرکاترالیز توس   سولفید دي تشکیل مکانیسم
 بره  اغلرب  اکسیداسیون فلرزي  کاتالیزگرهاي .دهد می نشانرا فازي  دوجنبش هاي  و است، پیچید  مکانیزم








براي تشکیل پل دي سولفید در شرای  آزمایشگاهی استفاد  مری شرود.    انتقال دهند  دي سولفید است کهگلوتاتیون، یک ماد 8 -2شکل 
مخلوط  سپس اکسید حمله می کند (سمت راست)، و) پپتید به دي سولفید گلوتاتیون SR−براي انتقال دي سولفید در یک پپتید، تیولیت (
برراي افرزایش  (سمت چرپ)  احیا گلوتاتیون ،مورد حمله قرار می گیرد پپتید) etaloiht( تیولیت توس  یکی دیگر از حاصلدي سولفید 
نشران داد  شرد  اسرت) احیاء در گلوتاتیون  که. توجه داشته باشید که هیدروژن تیول (اضافه شد  است میزان ایزومریزاسیون دي سولفید
 واکنش عمل می کند.براي راندن به عنوان نوکلئوفیل  و جدا می شود etaloiht براي تولید
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غنری از  کوچکپپتیدهاي  ،اکسیداتیو بازآراییمطالعه  منحصر به فرد جذاب برايیک سیستم  هاnixotonoC 
 برازآرایی  برازد طیف گسترد  اي از  ها. nixotonoC متنوعی دارنددرمانی خواص زیرا آنها  هستندسیستئین 
هر  براي دي سولفید، (چهارچوب) داربستها، و تعداد دي سولفید، می دهند. آبدوستی را نمایش اکسیداتیو
 برازآرایی برراي بررسری  بسیار عالی اي نمونهبه آنها را  موارد ذکر شد  است.متفاوت سیستئین  از غنیپپتید 
 ت ژنتیکری بر اساس اطلاعا ها nixotonoC از متعددي هاي توالی این، بر علاو  .است  ردکمبدل اکسیداتیو 
 اکسیداتیو بازآرایی روي بر پس از ترجمه اصلاحات خاص اثرات در مطالعات متعدد که است، شد  شناخته
 .)8002 ,.la te ,areV-zepoL ;3002 ,.la te ,jaluB( ذکر شد  است
 عنروان  به دهد می اجاز  ها nixotonoCبه  که دهد، می نشانرا سولفید  دي داربست از زیادي تنو  sunoC
 برازآرایی  بره  توجره  با. (دنباش سولفید ديباند  از غنی و کوتا  پپتیدنو   هر براي ،بالقو  عملکردي مدل یک
 ).اکسیداتیو
اکسریداتیو در شررای  آزمایشرگاهی برر روي انروا  مختلفری از  برازآرایی آزمایش هاي متعرددي در مرورد 
 ن مروثر اسرت یهر کنوتوکس بازآراییکنوتوکسین ها انجام گرفته و مشخص شد  نو  خاصی از شرای  براي 
هیچ  AIIVM nixotonoc agemO بازآراییاما در مورد  .(از لحاظ مدت زمان و بازد  محصول) 2-2جدول 
 15محصرول طبرق روشری پیچیرد   بازآراییو تنها در یک گزارش فق  میزان  .اطلاعاتی در دسترس نیست




 سیستئیناسید آمینه  ششمقایسه عملکرد بازآرایی اکسیداتیو براي  پپتید هایی  با  2-2جدول 
  ecnerefeR dleiY dohteM gnidlofeR nigirO editpeP
 1 9002 ,.la te , akswelaW %81 noituloS sutairts .C AIIIS-µ
 2 8002 ,.la te ,areV-zepoL %3.94 noituloS suhpargoeg .C AIIIG-µ
 3 8002 ,.la te ,areV-zepoL %8 ynoituloS sugam .C CIIVM-ω
 4 8002 ,.la te ,areV-zepoL %31 yxOraelC sugam .C CIIVM-ω
 5 6991 ,la te ,retraC-ecirP %05 noituloS sugam .C AIIVM-ω
 6 6991 ,la te ,retraC-ecirP %61 noituloS sugam .C CIIVM-ω
 7 6991 ,la te ,retraC-ecirP %82 noituloS sugam .C DIIVM-ω
 8 6991 ,la te ,retraC-ecirP %05 noituloS suhpargoeg .C AIVG-ω
 9 5002 ,.la te ,kezcuB %1.2 noituloS snecsaruprup .C AIVP-δ
 01 5002 ,.la te ,kezcuB %4.6 noituloS snecsaruprup .C AIVP-δ
 11 6002 ,ajlub dna neerG %02 noituloS snecsaruprup .C AIIIP-µ
 21 6002 ,ajlub dna neerG %51 niser nobracordyH snecsaruprup .C AIIIP-µ
 31 6002 ,ajlub dna neerG %5.23 xOraelC snecsaruprup .C AIIIP-µ
 41 0102 ,jaluB dna werdnA %56 h 61 noituloS sutairts .C AIIIS-µ
 51 0102 ,jaluB dna werdnA %03 h1 xo raelC sutairts .C AIIIS-µ
 61 0102 ,jaluB dna werdnA %53 h 61 OSMD sutairts .C AIIIS-µ
 
همانطور که قبلا ذکر شد  بازآرایی صحی، این پپتید براي ایجاد اثررات ضرد دردي بسریار مهرم اسرت و برا 
 افزایش میزان بازد  بازآرایی می توان قیمت تولید آن را کاهش داد. 
نشرد  و هریچ مقالره، ن اقدامی انجرام یآرایی پپتید هاي غنی از سیستئبراي باز رانتا کنون در ایعلاو  بر این 
تنها مطالعه  عهطالم د ندارد و به جرات می توانیم بگوییم که اینگزارش و یا پایان نامه اي در این مورد وجو
افرزایش  ،بازآرایی، کاهش مواد بازآراییپیشرفت هاي چشم گیري در کوتا  کردن زمان  در این زمینه است. 
براي حفاظت زدایری گررو  هراي تیرول، ابدا  پروتکلی ساد   اداشته ایم. به علاو  بمیزان محصول بازآرایی 
دخیل در واکنش را کاهش، و میزان محصول را بره زمان و مقدار مواد برپایه جیو  اسید هاي آمینه سیستئین 
 حد قابل توجهی افزایش دادیم. 
 
 )CLPH-PR( با عملکرد بالا كروماتوگرافي فاز مایع 21-2
 
 كروماتوگرافيتاریخچه  1-21-2
بره معنری رنرگ و  amorhCکروماتوگرافی لغتی یونانی به معنی رنگ نگاري اسرت کره ترکیبری از دو واژ  
، گیرا  )ttewsT liahkiM( تسروت مخاییرل براي اولین برار  3190سال  به معنی نوشتن است. در niehparG
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هاي بررگ سربز از یرک سرتون . او براي جداسازي رنگدانهرا کشف کردشناس روسی پدید  کروماتوگرافی 
کلسیم استفاد  نمود. پس از او، دانشمندان زیادي در توسعه تئوري و روش کرومراتوگرافی کربنات پرشد  با 
سینج که به علت توصیف کروماتوگرافی تقسیمی موفق به اخذ جایز  نوبل  اند. از جمله مارتین ونقش داشته
در همران سرال مرارتین ب ره همررا  جیمرز روش  .)2591 ,egnyS dna nitraM( دشردن 2590در سرال 
هاي این دانشمندان باعث گردید تا امرروز  ایرن ها و کوششمایع را معرفی نمود. تلاش -کروماتوگرافی گاز
هاي شیمی و علوم زیستی مطررح هاي کروماتوگرافی در تمامی شاخهروش به عنوان یکی از مهمترین روش
 شود.
هراي کیفری بره کرار بررد. توان برراي تجزیره زمان مورد نیاز براي حرکت هر جزء در فاصله مشخص را می
توسرعه    نیرز جهرت تجزیره کمری سرودمند اسرت. گیري شد  براي هر جزء جدا شدهمچنین مقدار انداز 
ن شد برا تکامرل انجام شد و پیشرفت و تکامل آن مقار 1790کروماتوگرافی مایع با فشار بات در اواس  دهه 
مواد پک شد  درون ستون کروماتوگرافی و همچنین دتکتورهاي اتوماتیکی که می توانستند بصورت آنلایرن 
 .)9002 ,.la te ,redynS( مقدار عبور مایع را محاسبه نمایند
هاي جدیدي شامل کروماتوگرافی مایع با فاز معکوس این امکان را فراهم کررد  روش ،1790در اواخر دهه 
براي جداسرازي   CLPH، بطور رایجتري از  1890تا جداسازي ترکیبات بسیار مشابه ، عملی گردد. در دهه 
 ، سرتونهاي نها ، تولیرد سرتونهاي بسریار باریرک به مرور تکامل انوا  ستو استفاد  می شد. شیمیاییترکیبات 
مرورد توجره تحقیقرات  CLPHگردیرد. هرر چنرد کره امرروز    CLPHپیوسرته باعرث سررعت در کرار 
درصرد اسرتفاد   15است اما این موارد فقر   داروسازيو همچنین صنایع  بیوشیمی، شیمی، بیوتکنولوژیکی
، تولیرد انررژي و در صرنایع آرایشری، غرذایی  CLPHدر حال حاضر از . شامل می شودرا   CLPHکنندگان 
 .)0002 ,yevraH( زیست محیطی استفاد  می شود بررسی هاي
 یرک  در موجود اجزاء جداسازي آنها در که شودمی اطلا  هاروش از ايدسته به امروز  کروماتوگرافی واژ 
 فراز  درون یرا  و روي از متحررك  فاز عبور هنگام ساکن فاز به جزء هر نسبی تمایل اساس بر مخلوط، نمونه
 برالعکس  و کنرد مری  حرکرت  بیشرتري  سرعت با دارد متحرك فاز به بیشتري تمایل که ايگونه. است ساکن
 که آن علت به .کندمی حرکت ستون طول در کمتري سرعت با دارد، بیشتري تمایل ساکن فاز به که ايگونه
 از آنهرا  جداسرازي  جهرت  خاصریت  ایرن  از توانمی دارند، تمایل ساکن فازهاي به گوناگون درجات با مواد
 هراي تجزیره  براي توانمی را مشخص فاصله در جزء هر حرکت براي نیاز مورد زمان. نمود استفاد  یکدیگر
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 غیرقطبری  متحررك  فراز  و قطبری  ثابت فاز اگر. وجود دارد معکوس و نرمال فاز از استفاد  امکان CLPH در
 را سیسرتم  صرورت  یرن ا در باشد قطبی محلول و غیرقطبی ستون که صورتی در و نرمال فاز را سیستم باشد
 معمروت  و کننرد  می قطبی غیر هاي ستون ایجاد سیلان فنیل و سیلان آلکیل مشتقات. گویند می معکوس فاز
 .)0002 ,yevraH( شود می استفاد  معکوس فاز از بنابراین است قطبی متحرك فاز داراي قطبی غیر ستون
دو فاز ثابت و متحرك تشکیل شد  است. که فاز ثابت جامد و فاز متحررك مرایع کروماتوگرافی فاز مایع از 
 و شامل قسمت هاي زیر می باشد: .است
 :محلول مخازن -0
 .است شد  ریخته ،ستون دهند  شستشو هاي محلول یا و متحرك فاز این مخازن در
 :پمپ -2
با سررعت عبرور کنتررل و فشار بات  وظیفه اصلی پمپ در کروماتوگرافی مایع این است که فاز متحرك را با
 قابلیت جهت این به. است کمدرون آن  ذرات انداز  و طویل نسبتا ها ستون چوناز ستون عبور دهد. ، شد 
 برراي . باشرد  داشرته  وجرود  فشار باید باشد داشته جریان محلول که این براي و شود می کم حرکت محلول
 آن فشرار  بایرد  و کند ایجاد تواند می isp 1154 حدود فشاري پمپ. کنیم می استفاد  ها پمپ از فشار ایجاد
بسته به نو  ستون و  . شود می داد  حرکت ثابت فاز روي بر ثابتی جریان با پمپ توس  محلول .باشد ثابت
و  بیشرتر  ها پیک فاصله باشد، کمتر جریانسرعت  چه هر. استمتغیر  متحرك فاز جریاننو  نمونه سرعت 
 .در نتیجه میزان تفکیک بیشتر خواهد بود
 فشرار  تغییررات  حداکثر. است isP 1153 مجاز فشار حداکثر دارد ستون نو  و جریان به بستگی فشار میزان
 مری  وارد سرتون  برداخل  را آن معرین  سرعت با و گیرد می مخزن از را محلول پمپ، در کل. است isP 110
 :کنیم حلال ها را توس  پمپ در ستون وارد توانیم می روش دو به .کند
  )citarcosI( ایزوکراتیک روش )الف
 برداشرت  را متحررك  فراز  مخرزن  همان از و بریزیم مخزن یک در را متحرك فاز از مختلفی هاي نسبت اگر
 .ایم کرد  استفاد  ایزوکراتیک روش از کنیم
  )tneidarG( گرادیانت روش )ب
 مختلرف  هاي نسبت خودش که دارد را این قابلیت دستگا . دارند قرار مختلف مخازن در متحرك فاز اجزاء
 کره  کنریم  مری  اسرتفاد  وقتی روش این از. نماید مخلوط را ها نسبتسپس این  وکند  برداشت مخازن از را




براي سیستم موجود  میکرولیتر 560 تزریق حجم. براي تزریق از سرنگ هامیلتون سر تخت استفاد  می شود
در حالت لود به اینجکتور تزریق می شود و  نمونه. استانستیتو پاستور ایران  در آزمایشگا  ونوم و توکسین
 قسرمتی  وارد ابتداپس از اجراي برنامه نمونه  .اینجکت قرار می گیردپس از اجرا برنامه اینجکتور در حالت 
 و. است متر سانتی یک دحدو اردکالومگ طول است، ستون محافظ که شود می کالوم پري یا کالوم گارد بنام
 ناخالصری  نمونه مورد اسرتفاد  اگر. است 81C ستون پرکنند  ماد  جنس  است، زنگ ضد فوتد از آن جنس
 آسریبی  سرتون  به و شود می انجام درگاردکالوم کند ایجادواکنش شیمیایی  ستون داخل ماد  با یا باشد داشته
 .رسد نمی
 :ستون -4
 زنرگ  ضرد  فوتد از آن جنس و. است متر سانتی 10-13 حدودفاز معکوس کروماتوگرافی  هاي ستون طول
 برا  بایرد  کرار  اتمرام  از پس را ها ستون است، )SDO( سیلان دسیل کتاایا  81C ستون ترین پرمصرف. است
 .دهیم می شستشو خالص نولمتا با بعد و انولمت و آب با را ستون. شست دهند  شستشو هاي محلول
 نمونه اجزاء شدن پخش و چسبیدن اثر بر که است گرفته قرار ستون داخل در ریزي ذرات بصورت ثابت فاز
 اکترا . شرود  مری  سرتون  وارد بعد و گاردکالوم وارد ابتدا نمونه. شود می انجام جداسازي متحرك فاز عبور و
 فراز . اسرت  قطبی اکثرا کنیم می استفاد  که متحرکی فاز دارد، زیادي غیرقطبی الکیل هاي گرو  سیلان دسیل
 .باشند هم عکس باید قطبیت نظر از ستون پرکنند  ماد  و متحرك
 :ها دتکتورآشکار ساز یا  -5
 هاآشکارسراز . شودمی  خارجآشکار کردن فاز متحرکی است که از ستون  ،CLPH آشکارگر در علت حضور
 .باشد خطی باید آنها پاسخو  باشند نداشته نمونه روي بر مخرب اثر و باشند حساس باید
 :دتکتورها انوا 
حسراب مری  بره   CLPHارگرها در آشک مهمترین و عمومی ترین )VU( بنفش ماورا آشکارگرهاي جذب -
فاز متحرك از ستون به درون محفظه اي کوچک  نمونه توس  که بر این اساس استآیند. اصول کارکرد آن 
 سراز توسر  نمونره در آشکار در محدود  مراوراء برنفش  موج مشخص لو در اثر تابش طو شود جاري می
 برا  اسرت  متناسرب  انررژي  شردن  کاسرته  میزان(طول موج شد   انرژي شدن کاسته باعث می شود که جذب
شد  و به صورت پیک هرایی در نررم افرزار  گیري انداز  انرژي طول موج شدن کاسته اینو نمونه)  غلظت
 نمایش داد  می شود.
  53
 
 ضرریب  بین که تفاوتی یا تغییرات از. است حرارت به حساس خیلی دتکتور این شکست، ضریب دتکتور -
 استفاد براي تشخیص نمونه  شود می ایجاد نمونه همرا  محلول سیستم و تنهایی به محلول سیستم شکست
 . کند می
 زیررا  قرار مری گیرنرد  استفاد  مورد ترکم ولی هستند VU از تر حساسسانس و فسفر فلورسانس دتکتور -
 .هستند کم باشند داشته سانسیا فسفر فلورسانس خاصیت که موادي
 . باشد می احیا و اکسید واکنش هاي مبناي بر آن عملکرد که ،الکتروشیمیایی دتکتور -
 ):redroceR( کنند  ثبت -6
متصل  CLPHکه به سیستم  ارتوس  نرم افزدر طول موج مشخص هاي مختلف حلال خروج مواد در درصد
 پیرک  کیفری  طریق به. گویند می کروماتوگرام آنها مجموعه به که شود می رسم هایی پیک است به صورت 
 فاصرله  برازداري  زمران . شناسرند  مری ) در ستون emit noitneteR( نگهداري یا بازداري زمان براساس را ها
 سرط،  ،کمری  محاسبه براي. می شود قلمداد پیک یک اوج نقطه به رسیدن تا تزریق لحظه ازاست که  زمانی
نررم افرزار  بوسریله  که است جسم مقدار با متناسب جذبی نوار هر سط، ،کنند می حساب را جذبی نوار هر
 حاصلضررب  یعنی جذبی قله هر سط، محاسبه می شود و به صورت سط، زیر منحی نمایش داد  می شود.
 . )9002 ,.la te ,redynS ;0002 ,yevraH( است ارتفا  نصف و قاعد 
 
 كروماتوگرافيدرهاي متداو  روش 3-21-2
 
 یکی از قوي ترین و سریعترین ابزارهاي تجزیه و تحلیل و تخلیص پپتید است.  CLPH 
 :دستورالعمل هاي زیر پیشنهاد می شود CLPH  براي استفاد  از
 فراز معکروس برراي پپتیردهاي برا   81C، استفاد  از ستون باشدپپتید ناشناخته خروج زمان  اگر الگوي   -0
شررو  برا درصرد  و هستند آب دوستکه در حد متوس   اسید آمینه) 13-12بین کوچک (انداز  متوس  تا 
برراي پپتیردهاي  استفاد  از یک شیب کم و سرعت جریان متوس  مناسب اسرت.  با )B( کم فاز آلی متحرك
 آبگریز، ممکن است یک ستون پلیمري فازمعکوس ضعیف بهتر باشد.
 :شودپیشنهاد می  سانتی متر)12×میلی متر 4پروتکل هاي زیر براي یک ستون استاندارد (
 
 retaw ni AFT %1.0    :A reffuB
 NCA ni AFT %1.0    :B reffuB
                nim/Lm 5.1-1   :etar wolF      
 nim 09 ni B %09-0    :tneidarG
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بره ، می توان زمان قابل توجهی را به وسیله اجرا بخش مربوط شدهنگامی که زمان خروج تقریبی مشخص 
 B محلرول  %10مری تروان روش را  برا  خارج شرود  B %52گرادیان، ذخیر  کرد. به عنوان مثال، اگر پپتید در
 متوقف کرد. B از محلول %14شرو  و در شیب غلظت 
، مری شرود یا پلیمري توصریه مری  8C، 4Cاسیدآمینه) ستون فاز معکوس 14-12(براي پپتیدهاي متوس  -2
شوند و معموت شرو  شیب غلظت برا  خارج، NCAتوان انتظار داشت که این پپتیدها  در درصد باتتري از 
 است. بلامانع B محلول %12-10
در فراز  بهتر استی با شارژ مشابه دارند، یکه مقادیر زیادي از گرو  ها پروتئین هاییو  پپتیدهاي طوتنی -3
 .معکوس پلیمري و یا ستون هاي تبادل یونی از هم جدا شوند
دارنرد: حتری اگرر درصرد  VUجذب بسیار باتیی در   trTیا rtM برخی از گرو  هاي حفاظت، از جمله -4
 rtM  به  هپپتیدهاي ک در پپتید باقی ماند  باشد قله هاي بسیار زیاد به شما خواهد داد.  trTیا  rtM کمی از 
 متصل هستند بعد از پپتیدهاي که به طور کامل حفاظت شد  اند شسته (خارج) خواهد شد.  trTیا 
- 142و یا تریپتوفان را می توان در طرول مروج هراي تیروزین، فنیل آتنین  اسید آمینه هاي پپتید حاوي -5
غیرر ایرن صرورت، در  نانومتر مشاهد  کرد، (به علت جذب قوي حلقه آروماتیک در این طرول مروج)  182
 نانومتر قابل انجام است. 402-102مشاهد  جذب باند پپتید (آمید) در طول موج هاي 
اجراي معرف و گرادیان شاهد توصیه می شود، به خصوص اگر به نظر می رسد کروماتوگرام قلره هراي  -6
 آلود  ثابتی را نشان می دهد.
بزرگی در آغاز شیب مشاهد  خواهد شد. انداز  قله استفاد  شد  است، قله FMD اگر براي حل پپتید از  -7
می شرود  برراي جردا  در ابتدا خارج  تزریقی بستگی دارد. اگر پپتید بسیار کوچک است و FMD به  مقدار
 ت.را کم در نظر گرف  Bمی توان درصد اولیه FMDکردن پپتید از قله 
 
 :در زمان استفاد  از گروماتوگرافی مهم نکات
 :رعایت شودبه ترتیب زیر  دستگا  مختلف هاي قسمت کردن روشن ترتیب* 
 آشکارساز-5و میکسر-4تزریق کنند ،-3 ،پمپ-2،)شود می انجام آن با پمپ تنظیمات اگر( کامپیوتر -0
قبل از شرو  به کار با دستگا  حتما باید سط، محلول، شفافیت محلول از نظر حضور مواد معلق بررسری  *
 شود. 
در ستون سبب ایجاد هوا ورود حبات  .هواگیري تمام محلول ها (فاز متحرك) قبل شرو  کار الزامی است *
 .می شودخطا در عملکرد سیستم پیک هاي فروان و 
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 انجرام  از پرس  دهرد  مری  شستشو را ستون و مسیر که محلولی که شوید مطمئن پمپ کردن روشن از بعد* 
 نبرود  چنرین  اگر. ریزد می ریز دور ظرف درون به و شد  خارج سیستم از مربوطه شلنگ توس  خود وظیفه
 .کنید خالی آنرا سرنگ یک کمک به که دارد وجود هوا پمپ در زیاد احتمال به
 نمک رسوب باعث چون ندهید تغییر بالعکس و %110 استونیتریل به بافر از را متحرك فاز مستقیما هرگز* 
 .شود می دستگا  در بافر
 جذب انتخابی موج طول درهاي فاز متحرك  محلولکه خاب شود تطول موج ماوراء بنفش باید طوري ان *



























اه شور و داوم 
3-1 يفرصم داوم، اه هاگتسد رازفا مرن و ياههدافتسا دروم قيقحت رد 
  دافتسا دروم یفرصم داوم شاب یم ریز حرش هبند: 
Methanol, Merck, Germany 
Ethanol, Merck, Germany 
Smart BCA protein assay kit, Intron Biotechnology, South Korea 
Bovine Serum Albumin (BSA), Sigma, Germany 
Acrylamide, Merck, Germany 
Bisacrylamide, Sigma, Germany  
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Merck, Germany 
Ammonium persulfate (APS)  
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Merck Germany 
Tris-base, Merck, Germany 
Glycine, Merck, Germany  
Comassie brilliant blue R- 250 stain, Sigma, Germany  
Prestained protein ladder (SinaClon) 180 -11KD  
Acetonitrile, Merck, Germany 
Trifluoroacetic acid (TFA), Merck, Germany 
HPLC grade water  
Mercury acetate, Merck, Germany 
Beta mercapthoethanol, Merck, Germany 
Acetic acide, Merck, Germany 
Sodium hydroxide, Merck, Germany 
Sodium chloride, Merck, Germany  
L-Glutathione oxidized (GSSG), sigma, Germany   
L-Glutathione reduced (GSH), sigma, Germany   
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Ammonium acetate, Sigma, Germany 
Guanidin chloride, Sigma, Germany  
Methonine, merck, Germany 
Prialt® anti-pain drug, Germany  
Morphin, Iran  
Mice strines BALB/C, Pasteur istituet of Iran 
 Mice strines C57BL/6, Pasteur istituet of Iran 
Prestained Protein Ladder, (10-170KDa), sina clon, Iran, cat No: SM7012 
 دافتسا دروم ياه  اگتسد شاب یم ریز حرش هبند: 
یفارگوتامورک  اگتسد سوکعم زافKNUVER  ناملآ  نوتس  ارمه هبC18 ، Culture اکیرما روتکتد اب  UV 
Smartline  رازفا مرن وChorom Gate 
 دننک  زیلیفویل  اگتسد(Alfa 1-2 LD plus Freeze dryer, Christ-Germany) 
تیلپورکیم ردیر  (EPOCH, Bio Tek, USA)   
 رزیرف71- هجرد یتناس دارگ 
ورکیمژویفیرتناس (Sigma, Germany) 
 اگتسد  زینوید  بآ  دننک (Millipore, France)   
ینیم تس  زروفورتکلا  Bio Rad 
ورتین زاگ لوسپکژنناریا ،  
 پویتورکیم رکیش(Fine vortex, South Korea ) 
 اگتسد Micro Spine kiajen   
PH metre metrohm, Swiss 
نوسلیگ ریغتم رلپمس تساکیرما ، 
وزارت مرازه  د لاتیجید ي(AND, Japan) 
 
 دافتسا دروم ياه رازفا مرن شاب یم ریز حرش هبند: 
  يایاوز و نامتخاس ،یلاوت یسررب تهج شخرچاه نیئتسیسي  هب تبسن نیسکوتونک اگما دیتپپ رکیدرگی  زا
 ياره رازفا مرن Mercury 2.2, Chimera 1.5, Ascalaph Quantum, Antheprot 3D viewer, VEGA ZZ 




 )hcraeseR ocilis nI(بررسي هاي اینسيليکو و مطالعات كتابخانه اي2 -3
 انتخاب امگا کنوتوکسین: اهمیت
 .بوداثرات ضد دردي آن شناخته شد   -0
استفاد  می  4112داروي امریکا است و از سال به عنوان داروي ضد درد مورد تایید سازمان غذا و  -2
 شود.
 اثرات اعتیاد آور ندارد. -3
 زمان اثر آن طوتنی است. -4
 است. مرفینمیزان دز مصرف روزانه آن کمتر از  -5
 قیمت گرانی دارد. -6
 آن در هیچ منبعی ذکر نشد  است. بازآراییروش تخلیص و  -7
 )آمینه اسید 52( است کم آن يها آمینه اسید توالی -8
توکسین براي تولید آزمایشگاهی و بررسی روش هاي مختلف کنود فو  جزو دتیل انتخاب توالی امگا موار
اطلاعراتی ترا بتروانیم  و ما را بر این داشت تا چنین پروژ  اي را طراحی و اجررا نمراییم.  .می باشد بازآرایی
را برراي تخفیرف ضرد دردي  اثرات ن با یغنی از سیستئمشابه  داروهايو ارزشمند در مورد تولید این دارو 
 .تولید نماییمدر کشورمان ایران درد هاي مزمن مقاوم به دارو در بیماران مبتلا به سرطان و ایدز 
 
 بيوانفورماتيک امگا كنوتوكسين:بررسي هاي 1-2-3
سراختار امگرا  ،به منظور جمع آوري اطلاعات اولیه در مورد نحو  بازآرایی، حفاظت زدایی و سفارش سرنتز 
پپیترد توسر  نررم افرزار سپس ساختار امگا کنو .دانلود گردید) BDPپروتئین دیتا بانک (کنو پپتید از سایت 
 :در سه ویژگی بررسی گردید ZZ AGEVو 5.1 aremihC ، 2.2 yrucreMهاي 
هاي دي سرولفیدي فاصله مناسب به جهت تشرکیل پیونرد  فاصله گوگرد اسیدهاي آمینه سیستئین وتعیین  *
هاي دي مورد نیاز براي تشکیل پیونرد تا فاصله انجام گرفت  5.1 aremihC و 2.2 yrucreM توس  نرم افزار
 دي سولفیدي نزدیک به هم بررسی شد.سولفیدي تعیین گردد و احتمال تشکیل پیوند هاي 
 به آدرس اینترنتری زیرر   tpircsneGدر سایتامگاکنوپپتید اسیدیته و هیدروفوبیسیته  ،د هاي آمینهیو  اسن *
 گردید. محاسبهبررسی و  igc.noitaluclac_editpep/2etis/nib-lss/moc.tpircsneg.www 
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هاي آمینره تشرکیل ص آبدوستی پپتیرد و تعرداد و درصرد اسرید شاخ ، CLPHزمان خروج پپتید از ستون* 
بررسری   WAMPGنلایرن آبرا نررم افرزار  moc.esylahpla.wwwت در سرای مگا کنوتوکسین ادهند  پپتید 
 گردید. 
مشرخص  gro.bscr.wwwاینترنتری  به آدرسBDP پپتید در سایت امگا کنو ساختار سم حلزون مخروطی *
پپتیرد امگرا کنوتوکسرین بره کانرال و محل اتصال  بخش امگا توکسنتوالی کل ونوم حلزون مخروطی،  شد.
  گردید.مشخص  کلسیمی
ر بره منظرو  موجرود در اسرید آمینره سیسرتئین  هاي آمینه به ویژ  گرو  هاي تیولاسیدبررسی اکسیداسیون *
 ،برازآرایی روش  ،سیستئین(گوگرد) در اثر اکسید شدن تیول  انجام گرفت، جلوگیري از غیر فعال شدن پپتید
 .نمی کندباند دي سولفیدي  کمکی به تشکیل 
بررسرری وزن مولکررولی پپتیررد برره همرررا  گرررو  آمیررد و اسررتامید متیررل و برره تنهررایی در سررایت *
 .انجام گرفت php.clacmm/gro.cqbew.www
سولفیدي در پپتید امگا کنوتوکسین با رسم انوا  ساختار  احتمال تشکیل انوا  ایزومرهاي باند ديبررسی * 
 ین.تشکیل براي پپتید امگاکنوتوکسدي سولفیدي قابل 
 
 سنتز پپتيد امگاكنوتوكسين سفارش  3-3
 داد  شرد. ) sepotomiM( میمروتپس  استرالیایی شرکت به زیر توالی با پپتیدسفارش سنتز  ،ها بررسی از پس
فراز  بره روش  توس  شرکت سنتز پپتید .گرفت قرار ما اختیار درسنتز و  ) edurC( ناخالص پپتید به صورت
 انجام گرفت. ،سنتز پپتید خودکاربا دستگا   )SPPS(جامد
 
 2HN-)mcA(CKGSR)mcA(CSGT)mcA(C)mcA(CDYMLRS)mcA(CKAGKGK)mcA(C-H
 بیوانفورماتیک به شرح زیر بود: بررسی هايبر اساس  پپتید سنتز جهت شرکت از درخواستی موارد
 .پتید بدون خالص سازي باشدپسنتز  -0
  شود. حفاظت اسید هاي آمینه سیستئینهاي تیول گرو   -2
) mcAسیستئین از گررو  حفاظرت اسرتاندارد اسرتامیدومیتل ( هاي آمینه اسیدبراي حفاظت گرو  هاي تیول 
 .شداستفاد  
  
 جرم سنجي پپتيد امگا كنوتوكسين  9-3
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 SM/CL 001IPA xeicS remlE-nikrePبا دستگا   جرم سنجی پپتید امگا کنوتوکسین توس  شرکت میموتپس
اسرتیک  %0.1امگا کنوتوکسین ناخالص با اسرتفاد  از مراتریکس  جرم سنجی. انجام شد یون مثبت به روش
 شد. انجاماستونیتریل  %16اسید در 
 
 خالص توسط كروماتوگرافي فاز معکوستخليص پپتيد نا – 5-3
 آلمران کشرور  ساخت reuanK فاز معکوس یکروماتوگرافدستگا  سنتز شد  توس   يهادیپپت سازي صالخ
سراخت کشرور  81Cفاز معکوس با ستون  یسنتز شد  توس  کروماتوگرافامگا کنوتوکسین  دیپپت. شدانجام 
 دیپپت .شد صیتخل )0552 enil tramS( VU دتکتور باو  )mm 052 × 6.4 ,˚A 08 ,mµ 5 :retluoC(آمریکا 
 Aمراد   یخطر  نرت اگرادیبا اسرتفاد  از  پپتید. شدند ینانومتر بررس 182و 402 طول موج هاي دری خروج
پپتیرد براي خالص سرازي با سرعت یک میلی لیتر در دقیقه از ستون جدا شد.  ) AFT%1/51 و(استونیتریل 
 .تنظیم شدبا سرعت یک میلی لیتر در دقیقه  AFTدقیقه و به صورت گرادیان خطی استونیتریل و  16روش 
میکرولیتر آب تزریقی حل گردید  150میلی گرم از پپتید توزین و در  0 ،در هر مرحله تخلیص به این منظور
سانتریفیوژ شد. برراي ) 15610g×( 11130 ×  mprدقیقه با دور 10پس از بررسی حلالیت، محلول به مدت 
ساعت در دماي یخچال نگهداري شد (مواد چسبند  بره دیروار   4جدا شدن مواد چسبند ، محلول به مدت 
. سپس محلول به میکروتیروپ جدیرد منتقرل  شرد است می چسبند). پروپیلن میکروتیوب که از جنس پلی 
کروماتوگرافی فاز معکوس با فشار بات تزریق شد و پیک  81Cبه ستون  هامیلتنمحلول رویی توس  سرنگ 
سپس جمع آوري گردیدند. نانومتر براي لیوفلیز  کردن  182و 402هاي حاصل از جذب در طول موج هاي 
 انجام گردید. براي تعیین پیک هدف آن ها  EGAP-SDSتعیین غلظت و 
 حاصل از كروماتوگرافي فاز معکوس: فركشنخشک كردن  6-3
در به مدت یک شب  جمع آوري شد  از کروماتوگرافی فاز معکوس ها فرکشنمحتوي ظروف حاوي  
اتمسفر با دستگا   1/41و فشار  -65C˚جمع آوري شد  در دماي  هاي فرکشنمنجمد گردید.  -17C˚فریزر
و خشک  لیوفیلیز  ساعت  50به مدت  )sulp DL 2-1 aflA tsirhC ,reyrd ezeerF( خشک کنند  انجمادي
 ند.شد
 
 تعيين غلظت پپتيد 7-3
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 :رفتانجام گACB و  VUروش  2به امگا کنوتوکسین تعیین غلظت پپتید 
 VUروش  به امگا کنوتوکسین تعیین غلظت پپتید 1-7-3
میکرولیتر آب تزریقی  110در  خشک کنند  انجماديبه این منظور پودر خشک شد  پپتید حاصل از دستگا  
) مورد بررسی قرار گرفرت کره هریچ noitagergga(پپتید ، حل شد. محلول از جهت حضور تجمع 7  Hpبا
دقیقره سرانتریفیوژ  10به مردت ) 15610g×( 11130×   mprدور پپتیدي مشاهد  نشد. محلول بانو  تجمع 
) قرار گرفت براي کنترل مثبت نیز etalP( درآپ نانو کویتدر روي رویی رولیتر از محلول میک 2شد. سپس 
در طرول  )keT oiB ,HCOPE( میکرولیتر آب تزریقی انتخاب شد. سپس جذب توسر  اسرپکتروفوتومتر  2
 .نانومتر خواند  شد 182موج 
کرم و  )A0((کنترل)آب مقطر  نانومتر 182از مقدار جذب  )A( پپتید نانومتر 182تعیین غلظت، جذب براي  
 .می باشدمیزان غلظت پپتید عدد حاصل  شد.) تقسیم 51.1()L(عدد حاصل بر قطر کویت 
 L/0A-A =noitartnecnoC editpeP
 ACBبه روش  امگا کنوتوکسینپپتید ت تعیین غلظ 2-7-3
کر  کشور  nortniشرکت  tik yassa nietorp ACB tramS کیت از استفاد  با، پپتید غلظت تعیین        
 و B محلول دو کردن مخلوط با gnikrow محلول .انجام شد ACB روشبه  کیت دستور با مطابقو جنوبی 
 از میکرولیتر 112 با فرکشنمیکرولیتر از محلول مربوط به هر  52سپس تهیه گردید. 0:15 نسبتبه  A
براي تهیه  از پروتئین آلبومین سرم گاوي خانه رقیق شد. 69در یک چاهک از پلیت  gnikrowمحلول 
درجه  73در دماي  دقیقه 13ها به مدتپلیت حاوي نمونه و استاندارد استاندارد استفاد  شد. منحنی
 ,hcopE  نانومتر با استفاد  از دستگا  265ول موج طدر  ي حاوي نمونهخانه هاجذب  .گراد انکوبه شدسانتی
تعیین غلظت  نمونه ها ،آلبومین سرم گاوي قرایت شد. سپس با استفاد  از منحنی استاندارد  keT oiB
 . گردید
 
 :EGAP-SDSبه روش  امگاكنوتوكسنپپتيد بررسي الکتروفورز  8-3
منظور، دو ژل تفکیک  به این. )0791 ,ilmmeaLم شد (به روش تملی و همکاران انجاپپتید  EGAP-SDS
ساخته شد. ژل جدا کنند   6/8 Hp  درصد با 5 و 8/8 Hpدرصد با  50کنند  و متمرکز کنند  به ترتیب 
درصد، آمونیوم پر  10 )SDS( موتر، سدیم دودسیل سولفات 3 ،lCH بافرتریس درصد،50شامل آکریل آمید 
 موتر، سدیم دودسیل 3 ،lCHدرصد، بافرتریس 50ژل متمرکز کنند  شامل آکریل آمید  و درصد10سولفات 
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 ژل جداکنند ،شدن  پلیمریز پس از  درصد بود.10درصد و آمونیوم پر سولفات 10 )SDS( سولفات
بعد از پلیمریز   و شانه گذاري انجام گرفت، روي ژل جداکنند  ریخته شد بلافاصله ژل متراکم کنند  بر
 الکتروفورز در بافر تریس، گلیسین با ،تزریق شد میکرولیتر 52ها درون چاهک به حجم نمونه  ،شدن ژل
ولتاژ به  سپستا نمونه ها وارد ژل جدا کنند  شوند شد ولت تنظیم  16انجام شد، در ابتدا ولتاژ   8/3  Hp
 سهلکتروفورز به مدت بعد از انجام ا .ز ولتاژ ثابت نگهداشته شدرو تا پایان الکتروفوشد ولت رساند   120
درصد، اسید  15 درصد، متانول1/52محلول رنگ آمیزي (کوماسی بلوبا ساعت، نمونه ها به مدت دو ساعت 
 % 13ها به وسیله محلول رنگ بر(متانول  هاي اضافی از روي ژل رنگ .درصد) رنگ آمیزي شدند 7استیک 
مارکر  .نگهداري شدند) %5 اسید استیک(محلول فیکساتور ها در ) زدود  شدند. ژل% 7اسید استیک و
 .براي شناسایی پپتید روي ژل استفاد  شدکیلودالتون  180تا  10از رنج  سینا کلون متعلق به شرکت پروتئینی
 
 تخليص شدهتعيين خلوص پپتيد  4-3
 81Cبره سرتون  د احفاظت شد ، مقدار مشخصی از پپتید هردف مجرد امگاکنوتوکسین پس از تخلیص پپتید 
برا سررعت  ) AFT%1/51 (استونیتریل و Aماد   یخط گرادینتبا استفاد  از  پپتید .شد کروماتوگرافی تزریق
 تعیین گردید. etaG morhCمیزان خلوص پپتید با نرم افزار یک میلی لیتر در دقیقه از ستون جدا شد. 
 شده تخليص  امگاكنوتوكسين ) پپتيدnoitcetorpeDحفاظت زدایي ( 11-3
 و همکارانوبر  به روش ) پپتيد خالص شدهnoitcetorpeDناموفق (حفاظت زدایي  1-11-3
 به این منظور مراحل زیر به ترتیب اجرا شد:
محلرول برا   Hpبدون اکسیژن حل شد. سرپس  edarg CLPH میلی لیتر آب  2میلی مول از پپتید در 1/0 -0
رسانید  شد. به منظور جلوگیري از اکسید شدن گوگردهاي موجود در پپتید  4 ) به%01.1اسید استیک رقیق (
 محلول در معرض گاز نیتروژن قرار گرفت. 
میلی لیترر آب بردون اکسریژن  2میلی گرم استات جیو   در 110موجود در پپتید mcA گرو   به ازاي هر -2
تر آب بدون اکسیژن حل گردیرد). بره میلی لی 2میلی گرم استات جیو   در  116( حل گردید edarg CLPH
 منظور جلوگیري از اکسید شدن جیو ، محلول در معرض گاز نیتروژن قرار گرفت.
محلول با گاز نیتروژن پوشش داد  شد. واکرنش در  محلول هاي مرحله اول و دوم  با هم مخلوط شد و -3
 بود.انجام گرفت. رنگ محلول حاصل لیمویی  ساعت 80دماي اتا  به مدت  
شد و فه شد درب ظرف با پارافیلم بسته میلی لیتر بتا مرکاپتواتانول به محلول اضا 1/5  ساعت 80پس از -4
درجه سانتی گراد داخل بن ماري انکوبه شد. تشرکیل رسروب  نشران  15 – 14دقیقه در دماي  16به مدت 
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به محلول رسوب سفید رنگی تشرکیل دهند  اتمام واکنش است. بلافاصله بعد اضافه کردن بتا مرکاپتواتانول 
 شد. 
توس  ستون تیوب  فیلتر شد (فیلتر از جنس سلیت است). بره ایرن منظرور ابتردا  4سپس محلول مرحله -5
میلی لیتر از محلول به سرتون تیروپ  0بدون اکسیژن شستشو شد، سپس   edarg CLPH ستون تیوپ با آب
سانتریفوژ انجام گرفت. سپس محلول حاصل از فیلتر جمرع  1115× mprدقیقه با دور 2وارد شد و به مدت 
 آوري شد.
 لیروفلیز  شرد  6-3مطرابق بنرد  سراعت  12محلول حاصل از فیلتر، با دستگا  لیوفلیز  کننرد  بره مردت  -6
 .)2791 ,.la te ,rebeV(
 آنالیز شد. -PR CLPHپودر خشک شد  حاصل از دستگا  لیوفلیز  توس 
 زدایي پپتيد خالص شده كنتر  كيفي حفاظت 2-11-3
 شدبررسی روش هاي زیر به  صحت حفاظت زدایی
، براي حصول اطمینان از حضور پپتیرد حفاظرت حفاظت زدایی شد  به روش وبر خشک شدن پپتیدپس از 
کنترل بر همکنش مرکوري استات و مرکاپتواتانول . انجام گردید  -PR CLPH 5-3مطابق روش شد  زدایی 
تزریرق  CLPHشد و دوبار  مقداري از محلول به  انجام 0-10-3مطابق بند ، بدون حضور پپتید وبرپروتکل 
مقایسه  با هم در حضور پپتید و عدم حضور پپتید 0-10-3و همکاران بند . شکل کروماتوگرام روش وبرشد
 شد. 
 EGAP-SDS  0-2-10-3
فرکشرن هراي حاصرل از  انجرام شرد و ، پپتید حفاظت زدایی شد  به روش وبرر و همکراران کروماتوگرافی 
از  8 -3مطابق بنرد  EGAP-SDS الکتروفورز ژل توس  52 µlپس از تعیین غلظت به مقدار  کروماتوگرافی
 .سی شدندربرلحاظ حضور پپتید 
 
 براساس استات جيوه كاربردي براي حفاظت زدایي روشتنظيم  11-3
 70برا   غنری از سیسرتئین ) ASB( آلبومین سرم گاوي، پروتئین 0-10-3مینان از عدم موفقیت روش پس اط
روشی مناسب براي حفاظت  امگا کنوتوکسین،باند دي سولفیدي انتخاب گردید. تا بدون از دست دادن پپتید 
برر  .و اجررا شرد ی براي حفاظت زدایی پپتید طراحری بر این اساس  پروتکل هاي مختلف. زدایی تنظیم گردد
حفاظرت زدایری  ،و اجرراي چنردین روش  بر مبنراي اسرتات جیرو  موجود کل هاياساس قواعد کلی پروت
 مختصص پپتید امگاکنوتوکسین تهیه و بهینه شد.
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اترانول، زمران مراحرل افرزودن مرواد ر مورد نیاز استات جیو ، مرکاپتوبراي این منظور حجم کلی پپتید، مقدا
یرد حفاظرت زدایری شرد  از رسروبات ، حضور گاز نیتروژن، دما و روش جداسازي (فیلتراسیون) پپتمذکور
 :آزمون هاي زیر اجرا گردیدمشخص حفاظت زدایی پروتکل و براي دست یابی به یک  حاصله بهینه شد. 
 
 گرم)میکرو 115و  110( ASBبررسی صحت روش وبر و همکاران با استفاد  از  0آزمون 
بانرد دي  70نی با یعنوان پروتئه ب  ASBدر اولین گام براي اطمینان از عدم موفقیت پروتکل وبر و همکاران 
انجرام گرفرت غلظرت هراي ذکرر شرد  در پروتکرل وبر سولفیدي  وارد پروتکل شد و حفاظرت زدایری برا 
پرس از اتمرام مراحرل، پرروتئین  انجام شرد. و فیلتر تیوپ 2.1فیلتر سرنگی  ،فیلتراسیون توس  دو نو  فیلتر
پروتئینری  ،که در هیچکدام از دو روش. گرفتانجام  درصد 50در ژل  پروتئین EGAP-SDSخشک شد و  
به غیر از کنترل مثبت مشاهد  نشد و عدم صحت پروتکل فو  کاملا مشخص گردیرد و ثابرت گردیرد کره 
هاي آمیردي و در نتیجره سبب از برین رفرتن پیونرد  مقدار بیشینهاضافه کردن استات جیو  و مرکاپتواتنول با 
 دیگر می شود.تخریب پپتید یا هر پروتئین 
 تست عدم تاثیر فیلتراسیون در حفاظت زدایی  2آزمون 
) توس   فیلتر سرنگی و فیلتر تیوب، 112µl( ASBپروتئین فیلتراسیون به این منظور هم غلظت مراحل قبل  
ون هیچ اثرري یمشخص شد فیلتراس .شدانجام  EGAP-SDS الکتروفورز محلول فیلتر شد  برايشد و  انجام
 مشاهد  گردید.  ر ژلفیلتراسیون ددر حفاظت زدایی ندارد. و پروتئین پس از 
هراي اکیرواتن پپتیرد و اسرتات  نسربت این بار  )9891 ,.la te ,rekceB( روشدر این پرتوکل با   -3آزمون 
 gµ بره ایرن منظرور  .انجام گرفتحفاظت زدایی  12:2:0اپتواتانول محاسبه و به ترتیب با نسبت جیو  و مرک
 شد.واکنش به ترتیب زیر وارد میکرولیتر مرکاپتواتانول  30میلی گرم استات جیو  و  782، ASB 110
میلی گرم استات جیو  اضافه  782محلول شد و  4  Hpمیلی لیتر آب تزریقی با 0گرم پروتئین در میکرو110
رکاپتواترانول بره میکرولیترر م  30دقیقه در زیر گاز نیتروژن انجام شرد، سرپس  180شد انکوباسیون به مدت 
دقیقه انجام شرد کره در ایرن مرحلره  16درجه سانتی گراد به مدت  74واکنش در دماي  .محلول اضافه شد
محلرول فیلترر  لیروفلیز انجام گرفت. پس سپس فیلتراسیون با فیلتر سرنگی  .رسوب خاکستري مشاهد  شد
که در مقایسه با شاهد هیچ پروتئینری مشراهد  نشرد و  .گرفتانجام  EGAP-SDSدا الکتروفورز جدم ،شد 
 براي پپتید ما ثابت گردید. پروتکلعدم صحت این 
 بررسی اثر غلظت مرکاپتواتانول بر پروتئین  -4آزمون 
، 0ریخته شد و به هر تیوپ به ترتیرب  ASBمیکروگرم) 110میکرولیتر ( 15میکروتیوپ  6به این منظور در 
دقیقه انجام شد پس این مرحله  16میکرولیتر مرکاپتواتانول اضافه شد. انکوباسیون به مدت  23و 60، 8، 4، 2
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ران شد که در مقایسه برا پرروتئین شراهد در همره   EGAP-SDSالکتروفورز میکرو لیتر در 12از هر نمونه 
میکررو لیترر مرکاپتواترانول اثرر  23شد و مشخص گردید که ترا مشاهد  غلظت هاي مرکاپتواتانول پروتئین 
 تخریبی  بر پروتئین ندارد.
 بررسی اثر غلظت استات جیو  بر پروتئین -5آزمون
میلی لیترر آب  0میلی گرم در  4و 3، 2، 0، 4.1وزن مختلف از استات جیو  به ترتیب شامل  5به این منظور 
هر کردام از غلظرت هراي اسرتات میکروگرم) به 110( ASBمیکرو لیتر  15سپس  .حل شد 4 Hpتزریقی با 
همره EGAP-SDS  الکتروفرورز  دقیقه انجام شد پس ایرن مرحلره  19انکوباسیون به مدت  .اضافه شد جیو 
و مشخص  در مقایسه با شاهد در همه غلظت هاي استات جیو  پروتئین مشاهد  شد .نجام گرفتا انه هنمو
 استات جیو  اثر تخریبی  بر پروتئین ندارد. میکرو گرم 4گردید که تا 
 بررسی برهمکنش استات جیو  و مرکاپتواتانول -6آزمون
میکرولیتر بره  0سپس  .حل شد 4 Hpمیلی لیتر آب تزریقی با  0میلی گرم استات جیو  در 4.1به این منظور 
میکرولیتر مرکاپتواتانول هریچ واکرنش تشرکیل  12مقدار ول اضافه شد و تا لمیکرولیتر مرکاپتواتانل به مح 0
 دقیقه انکوباسیون هم رخ نداد. 16رسوبی با 
 0میکرولیترر بره  0حرل شرد سرپس  4 Hpمیلی لیتر آب تزریقی با  0میلی گرم استات جیو  در 5.0این بار 
یکرولیتر مرکاپتواتانول هیچ واکنش تشکیل رسوبی م 12مقدارتا  ومیکرولیتر مرکاپتواتانل به محول اضافه شد 
 .دقیقه انکوباسیون هم رخ نداد 16با 
میکرولیتر به  0حل شد سپس  4 Hpمیلی لیتر آب تزریقی با  0میلی گرم استات جیو  در  5.3در مرحله بعد 
میکرولیتر مرکاپتواتانول واکنش تشکیل رسروب  5 مقدار ول اضافه شد و درلمیکرولیتر مرکاپتواتانل به مح 0
 اتفا  افتاد که رسوب سفید رنگی تشکیل شد.
 -7آزمون 
میلی لیتر آب تزریقری  0میلی گرم استات جیو  در  0مقدار، 6و  5، 4آزمون  یجانت استناد به در این مرحله با
دقیقره بردون  16یون بره مردت انکوباسر  .میکروگرم پروتئین به آن اضافه شرد  15حل شد و سپس  4 Hpبا 
اترانول اضرافه شرد و واکرنش بردون میکرولیترر مرکاپتو  10دقیقه  16ز بعد ا .حضور گاز نیتروژن انجام شد
دقیقره در دمراي محری  ادامره یافرت در مرحلره آخرر سرانتریفیوز برا دور  13حضور گاز نیتروژن به مدت 
 .دقیقه انجام شد 5به مدت  11120mpr×
 رویری  تمرام محلرول هراي از  ،. سرپس رم مرکاپتواتانول نیز انجام گرفرت میکروگ 13کل پروسه فو  براي  




 4 Hpمیلی لیتر آب تزریقی با  0میلی گرم استات جیو  در 3 مقدار ،6آزمون  استناد به نتایجدر این مرحله با 
 16به مردت بدون حضور گاز نیتروژن میکروگرم پروتئین به آن اضافه شد انکوباسیون  15حل شد و سپس 
حضرور گراز  برا ضافه شد و واکنش ا به محلول اتانولمیکرولیتر مرکاپتو 10دقیقه  16ز بعد ا .دقیقه انجام شد
بره  11120 mpr×دقیقه در دماي محی   ادامه یافت در مرحله آخر سرانتریفیوز برا دور  13نیتروژن به مدت 
 .دقیقه انجام شد 5مدت 
-SDS الکتروفرورز ژل ول نیز انجام گرفت و محلرول رویری میکروگرم مرکاپتواتان 13کل پروسه فو  براي  
 مشاهد  شد.در ژل که در مقایسه با شاهد پروتئین  .انجام گرفت  EGAP
مقردار مرواد  قابل تروجهی کاهش  -0ویژگی  چهاردر  بر اساس آزمون هاي فو  روش حفاظت زدایی پپتید
از گراز اسرتفاد   -4و انجام واکنش در دماي محری   -3  میزان زیادزمان به کوتا  کردن  -2مصرفی واکنش 
براي پپتیرد امگرا  )RMAحفاظت زدایی با نام نسبت مولی کاربردي ( پروتکلدقیقه آخر  13در تنها ن نیتروژ
 .کنوتوکسین بهینه و ارایه شد
 
بـه روش  خالص شده امگاكنوتوكسين از پپتيد  mcA) گروه هايnoitcetorpeD(حفاظت زدایي 21-3
 نسب مولي كاربردي ابداعي
 RMA پرس از تعیرین غلظرت  بره روش ابرداعی  5-3مرحلره پپتید امگاکنوتوکسین خالص شد  حاصل از 
 حفاظت زدایی شد:
 تهیه شد. 4 Hpمیلی لیتر آب تزریقی توس  اسید استیک رقیق در  5 -0
در ظرف شیشه اي که جهت حفاظت زدایی پپتید آماد  شد  برود ریختره  4 Hpمیلی لیتر از آب تزریقی با 0 -2
 15میکرومرول پپتیرد خرالص (  12گردید در نهایت حردود میلی گرم استات جیو  به آن اضافه 0شد سپس 
 دقیقه ادامه یافت. 16میکروگرم) به محلول اضافه شد واکنش به مدت 
 13اضرافه و بره مردت  2تانول به محلرول مرحلره امیکرولیتر مرکاپتو 10 ،دقیقه 16پس از اتمام انکوباسیون  -3
 تشکیل رسوب  سفید نشان دهند  اتمام واکنش بود.دقیقه در دماي اتا  در زیر گاز نیتروژن انکوبه شد. 
سرانتریفیوز انجرام 11120 ×mprدقیقه برا دور  5به میکروتیوپ منتقل شد و به مدت  3سپس محلول مرحله  -4
و  CLPHگرفت. محلول رویی حاوي پپتید در میکروتیوپ دیگر براي بررسی صحت حفاظت زدایی توس  
جمع آوري شد رسوب حاصل نیز چند بار توس  آب تزریقی بدون اکسیژن براي جداسازي پپتیرد  بازآرایی
 هاي احتمالی باقیماند  در رسوب شستشو شد.
 لیوفلیز  شد. 6-3مطابق بند ساعت  12محلول رویی، با دستگا  لیوفلیز  کنند  به مدت  -5
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 آنالیز شد. 5-3ند مطابق ب  CLPHپودر خشک شد  حاصل از دستگا  لیوفلیز ، توس   -6
آمراد   برازآرایی ، پپتید براي مراحرل مختلرف امگاکنوتوکسین پس از اطمینان از صحت حفاظت زدایی پپتید -7
 است.
ین هراي ئاکسیداسیون گررو  هراي تیرول، سیسرت پس از حفاظت زدایی پپتید به جهت جلوگیري از نکته : *
 شدند.می بدون اکسیژن  محلول هاتمام  ،موجود در پپتید
 كروماتوگرافي فاز معکوس بااز حفاظت زدایي  پسخشک شده  امگا كنوتوكسين پپتيد آناليز 1-21-3
کروماتوگرافی فاز معکروس برا  ،RMA با روش ابداعی پپتید امگا کنوتوکسینبه منظور آنالیز حفاظت زدایی 
گرو  هاي تیرول،  براي جلوگیري از اکسیداسیون انجام گرفت. 5-3دقیقه مطابق بند  16با روش  81Cستون 
توسر  گراز نیترروژن بردون ، و استونیتریل AFT حاوي آبین هاي موجود در پپتید امگاکنوتوکسین، ئسیست
هراي حاصرل از  فرکشرن  و استونیتریل بدون اکسیژن متعادل شد. AFT حاوي و ستون با آب نداکسیژن شد
  لیوفیلز  و خشک گردید. 6-3کروماتوگرافی جمع آوري شد و مطابق بند 
 1-21 -3فركشن هاي جدا شده از مرحله  EGAP-SDS 2-21-3
هراي  فرکشرن  و تعیین فرکشرن حراوي پپتیرد امگاکنوتوکسرین،  به منظور اطمینان از صحت حفاظت زدایی
 8-3مطابق بنرد  EGAP-SDSژل  الکتروفور،  7-3پس از تعیین غلظت مطابق بند0-20 -3از مرحله حاصل 
 .مشخص گردیدحفاظت زدایی شد  امگاکنوتوکسین انجام گرفت و فرکشن حاوي پپتید 
 CLPHتوسط  حفاظت زدایي شدهتعيين خلوص پپتيد  3-21-3
و  AFT حراوي  آبموجرود در پپتیرد،  هراي  ینئسیسرت تیرول، براي جلوگیري از اکسیداسریون گررو  هراي 
و اسرتونیتریل بردون اکسریژن  AFT حراوي  و ستون با آب اکسیژن شداستونیتریل توس  گاز نیتروژن بدون 
برر اسراس نتیجره  ،کشن حاوي پپتید امگاکنوتوکسرین حفاظرت زدایری شرد فر 9-3مطابق بند  متعادل شد.
کرومراتوگرافی شرد و درصرد خلروص  ،پس از خشک شدن و تعیین غلظت،  EGAP-SDSالکتروفورز ژل 
 پپتید تعیین گردید.
 محاسبه درصد محصول براي حفاظت زدایی  4-20-3
درصد محصول براي پپتید امگاکنوتوکسین حفاظت زدایی شد  بر  7-3پس از تعیین غلظت پپتید مطابق بند 
 از حفاظت زدایی طبق فرمول زیر تعیین گردید: و بعد اساس تفاوت مقدار پپتید خالص قبل
  15
 
( = درصد محصول  حفاظت زدایی
مقدار پپتید خالص بعد از حفاظت زدایی
مقدار پپتید خالص قبل از حفاظت زدایی
 001 × )
 توسط كروماتوگرافي فاز معکوس حفاظت زدایي  صحتارزیابي  5-21-3
 حفاظرت زدایری شرد خالص و هرم  )detcetorP( حفاظت شد براي این منظور هم پپتید امگا کنوتوکسین 
کروماتوگرافی فاز معکوس تزریق شدند و بر اسراس  81Cخالص با مقدار مشابه به ستون   )detcetorpeD(
. صحت حفاظرت زدایری سرنجید  شرد حفاظت شد  و حفاظت زدایی شد  با هم  زمان خروج پپتیدمقایسه 
پپتید شرد   آبگریزيسبب کاهش  ،قطبی و آب گریز هستند بنابراین جدا شدن آنها از پپتید mcAگرو  هاي 
 و زمان خروج پپتید از ستون زودتر اتفا  خواهد افتاد. 
 RMA ) پپتيد امگاكنوتوكسين حفاظت زدایي شده با روش ابداعيgnidlofeR( بازآرایي 31-3
 مقدمه
 RMA پس از اطمینان از حفاظت زدایی صحی، پپتید و عدم تخریب پپتید با روش حفاظت زدایری ابرداعی 
 .گردید آغاز شد  پپتید حفاظت زدایی بازآرایییعنی مرحله اصلی پروژ  
 :به صورت زیر استاکسیداتیو پپتیدهاي غنی از سیستئین  بازآرایی عمومی برايپارامترهاي 
میلری مروتر 0میلری مروتر گلوتراتیون اکسرید و  0 ،ATDEمیلی موتر  0 ،5.7 Hp میلی موتر تریس با 0 
 .گلوتاتیون احیاء
هاي حاوي سیستئین بررسی و بازد  محصول آنها نیز براي پپتید بازآراییبه این منظور بسیاري از روش هاي 
 و اي بررسری هراي کتابخانره  برا و کاهش میزان مرواد مصررفی  بتزآرایی شد. به منظور افزایش بازد  مطالعه
، روش هاي مختلف برازآرایی ستئین، مطالعه کتاب ها و مقاتت مرتب  با بازآرایی انوا  پپتید هاي غنی از سی
که حضور یرک سرري از مرواد برراي  مشخص شدمقایسه و   مواد مورد استفاد  و بازد  محصول  هر روش
  نیست و می توان از حضور آنها در واکنش چشم پوشی کرد. ضروري بازآراییانجام 
 نها می پردازیم.آا شد که به شرح ریی پپتید امگا کنوتوکسین اجرو براي بازآ طراحیپروتکل  6بر این اساس 
 
 اكسيداتيو بازآرایيبراي  بهينه سازي غلظت پپتيد امگا كنوتوكسين 1-31-3
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در روش  مشرخص گردیرد پپتیردهاي غنری از سیسرتئین  برازآرایی مقاتت مختلف در مرورد  هپس از مطالع
ترا  میکرومول باشرد  15الی  12بیش مقدار پپتیدفاز محلول نیاز به پپتید رقیق است و نباید پپتید در یی ابازآر
غلظرت  ، تراثیر پپتیرد  در غلظت باتتر هاي دي سولفیدي داخل مولکولی با اطمینان انجام شود.تشکیل پیوند
هاي تیول درون مولکولی برغلظت هاي تیول بین مولکولی ارجحیت پیدا کرد  و منجر به الیگرومریز  شردن 
 . )7991 ,.la te ,I sinnA( می شود بازآراییمحصول در نتیجه کاهش  پپتید و
اکسیداسیون فاز مایع عموما به عنوان روشی کاربردي براي تشکیل پیوندهاي دي سولفید داخل مولکولی در 
از اکسریدانت . )3002 ,.la te ,aleD ;6991 ,.la te ,obuk ;4002 ,.la te ,nesleiN( پپتیدها استفاد  می شرود 
اکسیژن مولکرولی و ...  گلوتاتیون، سیستئین،متیل سولفاکسید، سلنوهاي فاز مایع می توان به گلوتاتیون، دي 
 . )9991 ,.la te ,ykswohcecyoWاشار  کرد (
ابتدا از مقدار براي بازآرایی غلظت (مقدار) بهینه پپتید  تعیین  جهت در مرحله اول با توجه به اطلاعات فو 
 .بازآرایی انجام شدمیکرومول پپتید امگا کنوتوکسین  5
 ميکرومولار 5با مقدار  امگاكنوتوكسين پپتيد بازآرایي1-1-31-3
 برا  )HSG( احیراء  و) GSSG( اکسرید  گلوتراتیون بر مبتنیبه این منظور در ابتدا پروتکل اصلی طراحی شد  
 30( میکرومروتر  5میلری مروتر آمونیروم اسرتات و  12و   HSG میلی مول 10، GSSGمول  میلی0 نسبت
 .انجام شد  4.7 Hp در حفاظت زدایی شد تید پپ میکرو گرم)
 به روش زیر عمل شد:  احیاء و اکسید برگلوتاتیونمبتنی  بازآراییبراي تنظیم مقدار پپتید با روش 
میلی  0سپس  .تزریقی بدون اکسیژن محلول شدمیلی لیتر آب  0میلی مول آمونیوم استات در  12ابتدا مقدار 
بره محلرول  احیراء میلی مول گلوتراتیون  10مول گلوتاتیون اکسید به محلول اضافه گردید در مرحله بعدي 
میکرومرول پپتیرد امگرا  5بلافاصرله  تنظریم شرد.   4.7در محلول با آمنیوم استات رقیق،  Hpاضافه گردید و 
درجه سرانتی  22ساعت در دماي  4محلول اضافه شد و محلول به مدت کنوتوکسین حفاظت زدایی شد  به 
واکرنش متوقرف گردیرد میکروتیروپ  ،مخلوط شد. پس از اتمام زمران ) xetrov eniF( توس  دستگا گراد 
پپتید مطابق بنرد  لیوفلیز  قرار داد  شد. سپسگراد درجه سانتی -17 رفریزیک شب در  مدت وي نمونه بهحا




 ميکرو مولار 51پپتيد امگاكنوتوكسين با مقدار  بازآرایي 2-1-31-3
 14میکرومروتر پپتیرد (  50ار ب اجراء شد با این تفاوت که این بازآراییروش  0در این مرحله نیز مطابق بند 
 آرایی اضافه گردید.میکروگرم) به محلول باز
 نسبت گلوتاتيون اكسيد به احيابهينه سازي  2-31-3
هاي غنی از سیستئین و بررسی نتایج آنها نسبت هاي موثر گلوتراتیون ه تحقیقات در مورد پپتیدپس از مطالع
 اکسید و احیا بررسی و پروتکل هاي زیر اجرا گردید.
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 11به  1پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  بازآرایي 1-2-31-3
میلری  12و   HSG میلری مرول  10، GSSGمرول  میلی0 نسبت با احیاء و اکسید برگلوتاتیون مبتنیکل پروت
 .انجام شد  4.7 Hp در حفاظت زدایی شد تید پپ میکرو گرم) 14( میکروموتر 50موتر آمونیوم استات و 
 به روش زیر عمل شد:  احیاء و اکسید برگلوتاتیونمبتنی  بازآراییبراي تنظیم 
میلی  0سپس  .میلی لیتر آب تزریقی بدون اکسیژن محلول شد 0میلی مول آمونیوم استات در  12ابتدا مقدار 
بره محلرول  احیراء میلی مرول گلوتراتیون  10مول گلوتاتیون اکسید به محلول اضافه گردید در مرحله بعدي 
میکرومرول پپتیرد امگرا  50صرله بلافا .تنظیم شد  4.7 درمحلول با آمنیوم استات رقیق،  Hpاضافه گردید و 
درجه سرانتی  22ساعت در دماي  4کنوتوکسین حفاظت زدایی شد  به محلول اضافه شد و محلول به مدت 
میکروتیروپ  .واکرنش متوقرف گردیرد  ،) مخلوط شد. پس از اتمام زمران xetrov eniFگراد توس  دستگا  (
 6-3درجه سانتی گراد قرار داد  شد. لیوفلیز  پپتید مطابق بند  -17 رفریزشب در حاوي نمونه به مدت یک 
 انجام گرفت. 
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 5به  1پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  بازآرایي 2-2-31-3
 نسربت  برا به ترتیرب  احیاء و اکسید گلوتاتیون. با این تفاوت که اجرا شد 0-2-30-3کل پروسه مطابق بند 
 به محلول اضافه گردید و بقیه شرای  ثابت ماند.  HSG میلی مول 5و GSSGمول  میلی0
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 2به  1باز آرایي پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  3-2-31-3
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مرول  میلی0 نسبت با احیاء و اکسید گلوتاتیوناجرا شد. با این تفاوت که  0-2-30-3کل پروسه مطابق بند 
 به محلول اضافه گردید و بقیه شرای  ثابت ماند.  HSG مول میلی2و GSSG
 )edirolhc muinidinauG( بهينه سازي گوانيدین كلراید 3-31-3
بر اساس نسبت گلوتاتیون اکسید و احیا روش گوانیدین کلراید تنظیم شد. بره  بازآراییپس از بررسی نتایج 
هاي مختلف گوانیدین کلراید بر  تخاب گردید و نسبتاحیاء ان گلوتاتیون اکسید و 10به 0این منظور نسبت 
 پایه این روش تنظیم شد.
 مولار گوانيدین كلراید 1.1پپتيد امگاكنوتوكسين با مقدار  بازآرایي 1-3-31-3
 به روش زیر عمل شد:گوانیدن کلراید بر مبتنی  بازآراییبراي تنظیم 
 و بره ترتیرب میلی لیتر آب تزریقی بدون اکسریژن محلرول شرد  3موتر گوانیدین کلراید در  0.1مقدار  ابتدا
احیاء به محلرول میلی مول گلوتاتیون  10، میلی مول گلوتاتیون اکسید 0، میلی مول آمونیوم استات 12مقدار 
 فو  بازآراییمیلی لیتر از محلول  0سپس  .تنظیم شد 4.7در  با آمنیوم استات رقیق محلول Hpاضافه گردید. 
ظرت زدایری شرد  بره میکرومول پپتید امگا کنوتوکسین حفا 50بلافاصله  در میکروتیوپ مجزا ریخته شد و
) xetrov eniFگراد توس  دسرتگا  ( درجه سانتی 22ساعت در دماي  4دت محلول به م .گردیدمحلول اضافه 
یرک شرب در   تمیکروتیوپ حراوي نمونره بره مرد  .واکنش متوقف گردید ،مخلوط شد. پس از اتمام زمان
 انجام گرفت.  6-3گراد قرار داد  شد. لیوفلیز  پپتید مطابق بند درجه سانتی -17 رفریز
 مولار گوانيدین كلراید 3.1پپتيد امگاكنوتوكسين با مقدار  بازآرایي 2-3-31-3
آرایری موتر گوانیدین کلراید براي براز  3.1روش انجام شد با این تفاوت که این بار  2-3-30-3مطابق بند 
 استفاد  شد.
 توسط كروماتوگرافي فاز معکوسبا پروتکل ها فوق شده  بازآرایيو بررسي پپتيد تخليص  9-31-3
برا اسرتفاد  از  برازآرایی و بررسری عملکررد پروتکرل هراي مختلرف  برازآرایی خالص سازي پپتید از مرواد 
 برازآرایی پروتکرل  6در پپتید خشک شد  . به این منظور انجام شد 81Cکروماتوگرافی فاز معکوس با ستون 
کروماتوگرافی انجام گردیرد.   5-3مطابق بند سپس  .میکرولیتر آب تزریقی بدون اکسیژن محلول شد 110در 
در نظر گرفتره  بازآراییبررسی الگوي کروماتوگرام و تعداد پیک هاي جانبی به عنوان عملکرد پروتکل هاي 
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به مدت یک شب نگهداري  درجه سانتی گراد -17ی جدا و در دماي اصلی پس از کروماتوگراف فرکشنشد. 
 انجام گرفت. 6-3مطابق بند شد   بازآراییخشک کردن پپتید  .شد
 
 بازآرایيتعيين غلظت پپتيد قبل و بعد از  5-31-3
شرد   برازآرایی به این منظور پس از لیوفلیز  کردن پپتید حفاظت زدایی شد  خالص(پپتیرد خطری) و پپتیرد 
-3پروتکل مختلف، پودر حاصل در آب تزریقی بدون اکسیژن محلول می شد و مطابق بند  6خالص توس  
 تعیین غلظت انجام می گرفت.   7
  بازآرایيپروتکل  5براي محاسبه درصد محصو   6-31-3
بر اساس تفراوت مقردار  بازآراییشد  براي هر پروتکل  بازآراییدرصد محصول براي پپتید امگاکنوتوکسین 
طبرق فرمرول زیرر تعیرین  برازآرایی پپتید خالص خطی (حفاظت زدایی شد ) به مقدار پپتید خالص بعرد از 
 گردید:
( = درصد محصول بازآرایی
مقدار پپتید خالص بعد از بازآرایی
مقدار پپتید خالص بعد از حفاظت زدایی
 001 × )
به صـورت تزریـق  شده در مد  موش بازآرایي امگا كنوتوكسين ضد دردي پپتيد بررسي اثرات 91-3
 )TI ,noitcejni lacehtartnIداخل نخاعي (
مروش هرا در قفرس هراي  استفاد  شد. هم خون گرمی 52 -12  C/blaBنرسر موش  18در این آزمون از  
سراعته  20دور  روشرنایی درجره سرانتی گرراد و برا  42الری  22استاندارد و تحت شرای  یکسان در دماي 
به جز در زمان آزمایش، به انداز  کافی آب و غذا در اختیار آنها قرار می گرفرت. تمرام  .داري می شدندنگه
 انجام می شد.  60الی  10آزمایشات بین ساعت 
گرمری  52 -12 C/blaBمروش  3 ،، کنترل منفی و مثبتغلظت مختلف از پپتید 3 با بازآراییبراي هر روش 
مروش برراي کنتررل)، از  12و  برازآرایی موش براي پروتکرل 16شد (انتخاب ) deerbniهم خون ( جنس نر
 به عنوان کنترل مثبت استفاد  گردید. tlairP®نرمال سالین  به عنوان کنترل منفی و  مرفین  و داروي تجاري 
 موش ها از روش فرمالین استفاد  شد. د دربراي ایجاد در
 و تست فرمالين تزریق داخل نخاعي 1-91-3
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حاصرل از هرر پروتکرل،  شرد  برازآرایی پپتید  . تراشید  شددر محل مهر  هاي کمري موش ها پشت موي 
 میکررو لیترر توسر  سررنگ انسرولین  12برا حجرم  tlairP®و داروي تجاري ضد درد مرفین نرمال سالین، 
 شد.  به صورت داخل نخاعی تزریق   6Lو 5Lي کمري ) بین مهر  ها23آوا با سر سوزن شمار   (شرکت
به صورت  زیر جلردي بره کرف پنجره درصد 0میکرو لیتر فرمالین  13 ،داخل نخاعی از تزریقبعد دقیقه  5
بلافاصله در اتا  شیشه اي روشن قرار داد   شد . تعداد عقب کشریدن تزریق شد و موش سمت چپ عقبی 
و بره عنروان واکرنش درد بعد از تزریق فرمالین شرمارش  14الی  5و لیس زدن پنجه عقبی در فواصل دقیقه 
 .)1991 ,nawoC dna otecA-releehW(گزارش شد 
ترا  12و فاز دوم یا درد مزمن از دقیقه  دقیقه اول بعد از تزریق فرمالین تعریف شد 5فاز اول یا درد حاد در 
 بعد از تزریق فرمالین تعریف گردید. 14دقیقه
 شده براي تزریق داخل نخاعي بازآرایي امگا كنوتوكسين روش آماده سازي پپتيد51-3
 10پپتید حاصل در مقردار  خشک پودر ، 6-3  کردن پپتید خالص مطابق بند براي این منظور پس از لیوفلیز
غلظت  . انجام گرفت تعیین غلظت 7-3میکرولیتر آب تزریقی بدون اکسیژن محلول شد و سپس مطابق بند 
 91.1میلری گررم متیرونین و 51.1میکرولیتر بافر نگه دارند  شامل 12نانوگرم از پپتید در حجم  7و 3،5هاي 
درجره سرانتی  4ق در دمراي درصد نرمال سالین براي تزریق داخل نخاعی آماد  شد. نمونه ها تا زمان تزریر 
 .ندداري شدگراد نگه
 40و  10، 7، 5، 3 نرمرال سرالین رقیرق شردند و در مقرادیر درصد  91.1مرفین و داروي تجاري پریالت در 
به موش هرا نانوگرم براي مرفین به صورت داخل نخاعی  115و  112، 110، 15، 10نانوگرم براي پریالت و 
 .شدندتزریق 
شدن گرو  هاي  گروگردي ن قربانی براي جلوگیري از اکسید متیونین به علت داشتن گرو  گوگردي به عنوا
 .انتخاب گردیدحفاظت زدایی شد  موجود در ساختار پپتید 
 با پروتکل هاي مختلف شده بازآرایي امگاكنوتوكسينتوكسيستي پپتيد نورو آزمون  60-3
داخرل بطرن  ،یتلقر  پپتید به صرورت  مشخص، مقادیر  oviv nIدر شرای   دیپپت یتیسیوروتوکسن ي تعیینبرا
 گرمی تزریق شد.  50 6LB/75C,هاي  موش به) VCI ,noitcejni ralucirtnevorberecartnI(مغزي 
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بره صرورت اثرر ضرد دردي ، بهترین امگا کنوتوکسین جهت اطمینان از فقدان  اثرات نوروتوکسیسیتی پپتید
) محصول بیشترین با ضد دردي بهترین اثربهینه (پپتیدي با  بازآراییشد  با پروتکل  بازآراییاز پپتید نانوگرم 
نوروتوکسیسرتی دارو در اثرات  .بررسی شدتزریق و گرو  موش  3ي در داخل بطن مغز  oviv nIدر شرای  
واکنش هاي چرخیدن به دور خود، جهش، لرزش پا و مررگ ساعت مشاهد  گردید.  27و  84، 42، 4، 2، 0
 .استعدم نوروتوکسیستی پپتید عدم مرگ و میر نشان دهند   و میر در موش بررسی شد.
 در داخل بطن مغزي موش تزریرق شرد و میکرولیتر از پپتید با بهترین اثر ضد دردي  12به این منظور مقدار 
 واکنش هاي چرخیدن به دور خود، جهش، لرزش پا و مرگ و میر در موش بررسی شد.
 
 معکوس فاز كروماتوگرافي توسط 1 پروتکل با كنوتوكسين امگا پپتيد صحت بازآرایي بررسي 71-3
 10بره  0(نسربت  0 پروتکرل  برا  شرد  برازآرایی  کنوتوکسرین  امگرا  پپتیرد  بازآرایی صحت بررسی منظور به
 طرور  بره  استاندارد تجاري داروي عنوان به پریالت و پپتید از میکروگرم 14 مقدارسید و احیاء) کگلوتاتیون ا
 هرم  با دو هر خروج زمان و ندشد تزریق 5-3 بند مطابق معکوس فاز کروماتوگرافی 81C ستون به جداگانه
 گردید. مقایسه
 


















 )hcraeseR ocilis nI(نتایج حاصل از بررسي هاي اینسيليکو  1-9
اتصال صحی، سیستئین ها با یکدیگر و فاصله آنها با هم بررسی گردید  2.2 yrucreMدر بررسی با نرم افزار 
با اینکه در کنار هم قررار گرفتره انرد ولری بره علرت چررخش گررو   60و  50و مشخص گردید سیستئین 
گوگردي آنها نسبت به همدیگر و فاصله بیشتر نسبت به هم، قدرت تشکیل پیوند دي سرولفیدي را ندارنرد. 
انگسرترم تعیرین  901.2هاي آمینره سیسرتئین تشکیل پیوند دي سولفیدي بین اسیدصله دقیق علاو  بر این فا
 آمد  است. 0-4شد. نتایج بررسی ها در شکل 
 C1KAGKGKC8DYMLRSC51C61SGTC02KGSRC52
 
 محل اتصال باند هاي دي سولفیدي : syC1-syC61,  syC8-syC02 ,syC51-syC52
 
 ºA   810.2   : 61-1 
 ºA   120.2   : 02-8 
  ºA   910.2  :52-51 
 ºA   384.7  :61-51 
 
 
با  نتایج بررسی فاصله مناسب جهت تشکیل پیوند دي سولفیدي و محل تشکیل باندهاي دي سولفیدي 0-4شکل 




آمد  اسرت.  2-4نسبت به یکدیگر در شکل 60و  50نحو  اتصال و چرخش  گرو  هاي گوگردي سیستئین 
 )2/2بررسی توس  نرم افرار مرکوري (
 
 
 امگا کنوپپتید نسبت به هم 60و 50نحو  تشکیل پیوند آمیدي و چرخش اسیدهاي آمینه سیستئین  2-4شکل
 
به شرح   tpircsneGاسیدیته و هیدروفوبیسیته امگاکنوپپتید در سایت نتایج بررسی هاي نو  اسید هاي آمینه،
 زیر آمد  است:
و پپتیرد  5بردن  Hp، شارژ پپتید امگاکنوپپتید در  88.8) پپتیدPIسایت نقطه ایزو الکتریک (و طبق پیش بینی 
 0-4و جدول  0-4داراي خاصیت بازي است. نمودار 
 
  tpircsneGهاي مختلف در سایت Hpبررسی شارژ پپتید امگا کنوتوکسین در  0-4نمودار 
 





 etubirttA egrahC editpeP




 tpircsneG اساس آبدوست و آب گریز بودن در سایت هاي آمینه برسیدابررسی درصد  2-4نمودار 
رنگ آبی اسید هاي امینه آبدوست با خاصیت بازي است ، آسپارتات مانند رنگ قرمز اسید هاي آمینه آبدوست با خاصیت اسیدي است 
و رنگ  متیونین، آتنین فاقد شارژ الکتریکی آبگریز مانند لوسین،اسید هاي آمینه  رنگ سبز، لیزین و آرژنین و انتهاي آمیديمانند 
 خاکستري شامل سایر اسید هاي آمینه مانند گلاسین، سرین، سیستئین و تریونین
 
 92در دقیقره  ،CLPHن زمان خرروج پپتیرد از سرتو  براي  WAMPGنتایج حاصل طبق پیش بینی نرم افزار 
تشکیل دهنرد   اسیدهاي آمینهو تعداد و درصد  ذکر گردید – 64.1 پیش بینی شد و شاخص آبدوستی پپتید
 .آورد  شد  است 2-4در جدول  یکهر  مولکولی امگانوتوکسین و وزن
 








تروالی ونروم حلرزون کرل  gro.torpinu.wwwس بره آدر torpinU سرایت براسراس اطلاعرات موجرود در 
 07الری  54اسید آمینه است و از اسید آمینه  52آن شامل  بخش امگا توکسن اسید آمینه بود که 07مخروطی 
شرمار  اسرید آمینره محل اتصال پپتید امگا کنوتوکسین بره کانرال کلسریمی اسریدآمینه تیرروزین (  می باشد.
 .)2-4(شکل  ) استبخش امگا کنوتوکسین ونوم30
 
 ssaM tnecrep tnuoC tnuoC retteL-1 emaN
 80.17 4 1 A eninalA
 28.216 42 6 C enietsyC
 90.511 4 1 D dicA citrapsA
 12.822 61 4 G enicylG
 07.215 61 4 K enisyL
 61.311 4 1 L enicueL
 02.131 4 1 M eninoihteM
 83.213 8 2 R eninigrA
 32.162 21 3 S enireS
 11.101 4 1 T eninoerhT
 81.361 4 1 Y enisoryT
 :seudiser latoT
 




 aiivM nixotonoC agemo :17- 54 ,editpeporp :54-32 ,editpeP langiS :22-1
 
 
درسایت  و سایت فعال آن و مشخص کردن محل دقیق امگا کنوپپتید sugam sunoCکل ساختار ونوم حلزون دریاي  بررسی 3 -4شکل 
 torpinU
 اسید هاي آمینه سیستئین  تیولحفاظت گرو  نتایج بررسی 
هاي موجود در ساختارسیستئین هرا از شررکت خواسرته شرد ترا از اکسیداسیون گوگردظور جلوگیري به من
 ).3-4(شکل ) حفاظت گردندmcA( استآمیدومتیلگوگردها توس  گرو  هاي 
 
 
 mcAبه همرا  گرو  حفاظت  ساختارسیستئین 4 -4شکل
انجرام گرفرت   php.clacmm/gro.cqbew.www در سایت اینترنتی وزن مولکولی پپتید بررسی هاي نتایج 
دالترون (فرمرول بسرته  5462 )mcAل (اسرتآمیدومتی  وزن مولکولی پپتید بدون در نظر گرفتن گرو  هراي که 
دالتررون (فرمررول بسررته  07137.و برره همرررا  گرررو  فررو  وزن آن در حرردود  )C201H271N63O23S7
 تخمین زد  شد. ) C021H802N24O83S7
قطبری نسبتا دالتون و ماد  اي  8.27داراي وزن مولکولی  C3H6ON) با فرمول شیمیایی cAmاسیتامیدومتیل (
 است.
در مورد خواص پپتید امگا  ضروريانفورماتیک جهت بدست آوردن اطلاعات کلیه بررسی هاي بیو
اجرا  خطاحداقل مکان کمترین آسیب به پپتید وارد شود و آزمایشات با . تا حتی اتانجام گرفتکنوتوکسین 
و  بازآرایی، حفاظت زدایی،   CLPHدر زمان پپتیدگردد. زیرا هیچ اطلاعاتی در مورد واکنش هاي احتمالی 
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در زمان خالص این اطلاعات کمک شایانی به شناسایی پپتید بررسی اثرات ضد دردي در دسترس نبود. 
نو  مواد براي  بر این اساس و مشخص شد. خواص آبدوستی و آبگریزي پپتید کردسازي با کروماتوگرافی 
ن ها مطلع شدیم و با یاز اکسیداسیون تیول سیستئ د.یخاب گردبه طور صحی، انت بازآراییزدایی و حفاظت 
 و اکسید شدن تیول ها حفاظت این گرو  در زمان سنتز از خطاي تشکیل باند هاي دي سولفیدي ناخواسته
 خطا انجام گرفت. حداقلو  ي باتپذیر تکراربا آزمایش تمام مراحل در کل  جلوگیري گردید. 
 
 امگاكنوتوكسين  سنتز پپتيدسفارش  2 -9
شرکت میموتپس سه ما  پس از دریافت سفارش، پپتید سنتز شد  را به همرا  کاتالوگ سنتز و جررم سرنجی 
برر اسراس ، )%53خلروص برا ( میلری گررم پپتیرد ناخرالص  9/2به همین منظور مقدار تقریبی ارسال نمود. 
 نمود.سنتز درخواست ما 
 
 نتایج جرم سنجي امگا كنوتوكسين 3-9
نمرایش داد  شرد   3-4شرکت میمروتپس در نمرودار امگا کنوپتید سنتز شد  توس  اطلاعات جرم سنجی  
و برا بررسری هراي بیرو  دالتون بود 9.0713پپتید حفاظت شد   مولکولی وزن است. بر اساس این اطلاعات
کره بسریار دارد وجرود درصد تفراوت  711.1بینی شد   وزن پیشبا مقایسه داشت. در تطابق ما انفورماتیک 
 درصد برآورد شد. 399.99و صحت سنتز ناچیز و قابل چشم پوشی است 
 
 9.0713 ،سنتز شد  به همرا  گرو  حفاظتجرم پپتید  .مگا کنوتوکسین ناخالص توس  شرکت میموتپسجرم سنجی پپتید ا 3-4نمودار 




 خالص توسط كروماتوگرافي فاز معکوسسنتز شده ناامگا كنوتوكسين  تخليص پپتيدنتایج   9-9
تعداد هشت  پیک مشخص کره داراي جرذب  ،ناخالص امگاکنوتوکسین کروماتوگرافی فازمعکوس پپتید در
دند. پرس از مجرزا جمرع آوري شر بودند به صورت نانومتر  402 )  باتیی در طول موجytisneD lacitpO(
. برراي تعیرین تعیرین غلظرت شردند   ACBو روش 182 ، VUروش  باها  کشنخشک شدن، هر یک از فر
گروي ال 5-4شرکل  .انجرام گرفرت  EGAP-SDS الکتروفرورز ژل  فرکشن حراوي پپتیرد امگرا کنوتوکسرین 
دهد در کنار شکل نتایج الکتروفورز نیز آورد  شد  و نشران مری  کروماتوگرام پپتید خالص شد  را نشان می
 حاوي پپتید است.  7 فرکشندهد که 
 
فلش  .جمع آوري شد  فرکشن EGAP-SDSناخالص و  توکسینمرحله تخلیص امگا کنوحاصل از  CLPHکروماتوگرام نتایج  5-4شکل 
 است. EGAP-SDS الکتروفورز ژل بر مبناي نتایج )7کشن (فرکش حاوي پپتید نشان دهند  فر
 
 :VU و ACBتعيين غلظت پپتيد امگا كنوتوكسين به روش نتایج  5-9
بر اساس منحنی استاندارد آلبومین سرم  ACBو  VUبه روش  4-4هاي حاصل از مرحله  فرکشنغلظت 
مشابه مشخص گردید که غلظت بدست آمد  در هر دو روش براي پپتید امگاکنوتوکسین گاوي تعیین شد. 




 رسم شد  براساس غلظت آلبومین سرم گاوي ACBمنحنی استاندار  4 -4نمودار 
 
 در مرحله تخليص جمع آوري شده فركشن EGAP-SDSنتایج  6-9
 
  .انجام گرفت EGAP-SDS الکتروفورز ژل حاوي پپتید امگا کنوتوکسین فرکشنبراي تعیین 
 نکشفرمشخص گردید  EGAP-SDS الکتروفورز ژل آمد  است بر اساس نتایج 6-4و  5-4در شکل نتایج 
(قوي ترین  بیشترین مقدار پپتید 7 فرکشنحاوي پپتید است و جدا شد  از کروماتوگرافی  7و  4،5،6هاي 
 انتخاب شد.به عنوان پپتید خالص  7 فرکشنبنابراین  .را دارد باند)
 
 
. محل ز معکوستخلیص پپتید توس  کروماتوگرافی فافرکشن هاي جدا شد  از مرحله  EGAP-SDS الکتروفورز ژل نتایج 6-4شکل
 حاوي پپیتید امگاکنوتوکسین است. 7 فرکشندهد  که نشان می و مارکر پروتئینی در شکل مشخص است. فرکشنهر
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 با كروماتوگرافي فاز معکوس خالص شده امگاكنوتوكسين تعيين خلوص پپتيدنتایج  7-9
بره سرتون کرومراتوگرافی  میکروگررم 50با مقدار ، حاوي پپتید 7 فرکشن پس از تخلیص پپتید حفاظت شد 
 درصد تعیین گردید. 89 محاسبه و etaG morhCتزریق شد میزان خلوص پپتید با نرم افزار  81C
انجام گرفت و تنها یرک  8-3(پپتید هدف) مطابق بند  7 فرکشن  EGAP-SDS الکتروفورز ژل علاو  براین
 )7-4(شکل  باند مشاهد  گردید.
 
 درتنها یک باند خالص حاوي پپتید  .آنو الکتروفورز  فی فاز معکوسکروماتوگراتعیین خلوص پپتید خالص شد  توس  نتایج  7-4شکل
 .است امگاکنوپپتید حفاظت زدایی شد  2مارکر پروتئینی و خ   0. خ  و یک پیک در کروماتوگرام مشاهد  شد EGAP-SDSالکتروفورز 
 حفاظت زدایي پپتيد امگا كنوتوكسين خالص شدهنتایج  8-9
 ) پپتید خالص شد  noitcetorpeDحفاظت زدایی ناموفق (نتایج  0-8-4
به روش کروماتوگرافی مشخص گردید کره  )همکاران ووبر روش پپتید (کنترل کیفی حفاظت زدایی پس از 
پپتیرد امگرا  ی برراي حفاظت زدایی مناسرب در این روش پپتید امگا کنوتوکسین تخریب می شود و این روش 
 کنوتوکسین نیست.
) و 8-4حاصل از اجراي حفاظت زدایی در حضرور پپتیرد امگرا کنوتوکسرین (شرکل  با مقایسه کروماتوگرام
ه هریچ فرقری برین مشخص شد ک) 9-4روش حفاظت زدایی بدون حضور پپتید (شکلکروماتوگرام اجراي 
کروماتوگرام اول بیشرتر DO و احتمات به علت تخریب پپتید مورد نظر تنها د وجود ندار ي دو روشپیک ها
  مناسب نیست.توکیسن امگا کنو پپتیدکه پروتکل فو  براي حفاظت زدایی  نتایج حاکی از این بود .است
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 حفاظت روش راگ بنابراین .هستند هم مشابه اصلی هاي پیک حضور لحاظ از 9-4 و 8-4 کرواتوگرامشکل 
 اضافه پیک یک و کرد می فر  هم با کروماتوگرام دو شکل پپتید حضور زمان در باید بود می صحی، زدایی
 .گردید می مشاهد  8-4 کروماتوگرام در (پیک حاوي پپتید) تر
  به روش وبر پپتيد امگاكنوتوكسين حفاظت زدایي شده EGAP-SDSنتایج  1-1-8-9
پس از  ي حاصل از کروماتوگرافی پپتید حفاظت زدایی شد  به روش وبر و همکارانعلاو  بر این فرکشن ها
د و هریچ بانردي از لحراظ سری شردن ربر EGAP-SDS الکتروفورز ژل توس  52 µlتعیین غلظت به مقدار 
  پپتید را تایید کرد. و عدم کفایت این روش براي حفاظت زدایی د مشاهد  نشدحضور پپتی
 
 پس از حفاظت زدایی با پروتکل وبر و همکاران خالص شد  امگا کنوتوکسین پپتیدکروماتوگرافی  8-4شکل 
 
 امگاکنوتوکسین بدون حضور پپتیدکروماتوگرافی کنترل کیفی حفاظت زدایی، برهمکنش مرکوري استات و مرکاپتواتانول  9-4شکل
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  براساس استات جيوه براي حفاظت زدایي ،كاربردي روشتنظيم نتایج  2-8-9
برراي جدیرد و بهینره  پروتکلری  00-3در فصل سروم بخرش  ذکر شد  8الی  0 آزمون هاي نتایج بر اساس
 -2مقدار مرواد مصررفی واکرنش در  قابل توجهیکاهش  -0 گی ارایه شددر چهار ویژحفاظت زدایی پپتید 
از گاز نیترروژن  استفاد  -4انجام واکنش در دماي محی  و  -3دقیقه  16به مدت انجام واکنش زمان کاهش 
برراي پپتیرد امگرا  )RMAحفاظت زدایی با نام نسربت مرولی کراربردي (  پروتکل واکنشدقیقه آخر  13در 
  .کنوتوکسین بهینه و ارایه شد
 )RMA( به روش ابداعي  پپتيد خالص شده حفاظت زدایينتایج  3-8-9
 الکتروفورز ژل و توس  کروماتوگرافی و) پپتید لیوفلیز  RMA( پس از حفاظت زدایی پپتید به روش ابداعی
 تخلیص و صحت حفاظت زدایی تایید گردید. EGAP-SDS
  EGAP-SDSو CLPHتوس   )RMA( روش ابداعی باپپتید حفاظت زدایی و صحت آنالیز  نتایج 0-3-8 -4
هاي حاصرل  فرکشنبراي و  کروماتوگرافی شد 5-3مطابق بند  ،حفاظت زدایی با روش ابداعیپس از پپتید 
نتایج دو مرحله نشان داد کره حفاظرت زدایری  .انجام گرفت EGAP-SDSالکتروفورز ژل  ،از کروماتوگرافی
 3 فرکشنو  نداردهیچ اثر تخریبی بر روي پپتید  ابداعی انجام گرفته و روشبه درستی  امگاکنوتوکسین پپتید
  .)10-4(شکل  استشد   حاوي پپتید امگاکنوتوکسین حفاظت زدایی
 
. EGAP-SDS و تعیین پیک حاوي پپتید با )RMA(تخلیص پپتید امگاکنوتوکسین پس از حفاظت زدایی به روش نتایج  10-4شکل 
 پپتید حفاظت زدایی شد  با فلش نشان داد  شد  است. حاوي پپتید امگاکنوتوکسین است. 3 فرکشنها نشان داد که  فرکشنالکتروفورز 
 CLPHحفاظت زدایي شده توسط  امگاكنوتوكسين تعيين خلوص پپتيدنتایج  9-8-9
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  EGAP-SDS الکتروفرورز ژل  برر اسراس نترایج حاوي پپتیرد حفاظرت زدایری شرد   فرکشنتعیین پس از 
کروماتوگرافی گردیرد و  81Cبا ستون  5-3میکروگرم از پپتید مطابق بند  50لیوفلیز  شد. مقدار  )3 فرکشن(
تنهرا  EGAP-SDS الکتروفرورز ژل  در برآورد شرد.  %59 etaG morhCمیزان خلوص پپتید توس  نرم افزار 
 .)00-4(شکل یک باند پپتیدي مشاهد  گردید 
 
-SDS الکتروفورز ژل نتایج .آنو الکتروفورز  فی فاز معکوسکروماتوگرا حفاظت زدایی شد  توس  تعیین خلوص پپتید 00-4شکل 
درصد  59نشان داد و نتایج کروماتوگرافی هم تنها یک پیک با خلوص را  حفاظت زدایی شد  حاوي پپتید ،تنها یک باند خالص EGAP
 در ژل با فلش نشان داد  شد  است. هدف . پپتیدحفاظت زدایی شد امگاکنوپپتید  2مارکر پروتئینی و خ   0. خ  را نشان داد
  محاسبه درصد محصو  براي حفاظت زدایينتایج  5-8 -9
وارد واکنش می شد میکروگرم پپتید حفاظت شد  خالص  15 )RMA( ت زدایی به روش ابداعیبراي حفاظ
بر اساس تعیین غلظت مطابق بند میکروگرم پپتید حفاظت زدایی شد  خالص  5.64از حفاظت زدایی  و پس
 درصد محاسبه شد. 39طبق فرمول درصد محصول تولیدي حاصل می شد.  7 -3
( = درصد محصول
5.64
05
 %39 = 001 × )
 
 ارزیابي صحت حفاظت زدایي توسط كروماتوگرافي فاز معکوس نتایج 6-8-9
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کرومراتوگرافی فراز  در حفاظرت شرد زمان خروج پپتیرد به نسبت  پپتید حفاظت زدایی شد  خروج زمان   
) زودترر از پپتیرد ثانیره 760(  دقیقره  7.2حفاظت زدایی شد   نتایج نشان داد که پپتید بررسی شد ومعکوس 
بره  دقیقه 7.2پپتید حفاظت زدایی شد زمان خروج حفاظت شد  از ستون خارج می شود یا به عبارت دیگر 
گریزي پپتید برا جردا شردن گررو  هراي بو نشان دهند  کاهش آ منتقل شد  است.سمت چپ کروماتوگرام 
 است. )mcAحفاظت (
 
 
کرومراتوگرام پپتیرد  )Bاز حفاظت زدایی پس کروماتوگرام پپتید  )Aکروماتوگرام پپتید حفاظت شد  و حفاظت زدایی شد .  20-4شکل 
سمت چپ منتقرل شرد   دقیقه به 7.2همانطور که مشاهد  می شود زمان خروج پپتید پس از حفاظت زدایی  .mcAحفاظت شد  با گرو  
 .می باشدنشان دهند  صحت حفاظت زدایی است که 
 
 اكسيداتيو بازآرایيبراي  بهينه سازي غلظت پپتيد امگا كنوتوكسيننتایج  4-9
  ميکرومو  پپتيد امگا كنوتوكسين 5استفاده از با  بازآرایي اكسيداتيونتایج  1-4-9
 81Cپپتید استفاد  شد  برود کره پرس از تزریرق بره  سرتون  میکروگرم) 30( میکرومول 5در این مرحله از 
بره  ودقیقه مشاهد  نشد  42الی  22هیچ پیکی در محدود  زمانی  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند 
در نتیجره در واکنش هیچ پپتیدي در کروماتوگرام قابل تشرخیص نبرود. شد  قدار پپتید استفاد  علت کمی م




  ميکروگرم) پپتيد امگا كنوتوكسين 19ميکرومو  ( 51از با استفاده  بازآرایي اكسيداتيونتایج  2-4-9
 81Cمیکروگرم) پپتید استفاد  شد  برود کره پرس از تزریرق بره  سرتون  14( میکرومول 10در این مرحله از
دقیقره  32با جرذب مناسرب در محردود  زمرانی  تنها یک پیک  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند 
 پپتیرد برراي برازآرایی مناسرب اسرت. میکروگررم  14پپتید با مقدارزآرایی نتایج نشان داد که بامشاهد  شد. 
 .)20-4(شکلاد  گردید انتخاب و استف بازآراییروش هاي براي سایر پپتید میکروگرم  14بنابراین مقدار 
 
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 11به  1پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  بازآرایينتایج  3-4-9
میلی موتر آمونیروم اسرتات و  12و  ءگلوتاتیون اکسید و احیا 10به  0پپتید با نسبت  بازآراییدر این مرحله 
 81Cستون  د. پس از تزریق پپتید بهخشک ش 6- 3میکروموتر پپتید انجام گرفت پپتید مطابق بند  10مقدار 
مشراهد  گردیرد و دو  42در دقیقره تنها یک پیک با جذب قوي  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند 
 .)30-4(شکل لد هاي اشتبا  هستند مشاهد  شدواحتمات فکه با جذب بسیار پایین پیک کوچک 
کمترر باشرد کرارآیی در کرومراتوگرام لردهاي اشرتبا ) وهر چه تعداد پیک هاي جانبی (فکاملا واض، است 
  و روش بازآرایی پپتید را به سمت ایجاد ساختمان صحی، هدایت کرد  است.  بیشتر خواهد بودبازآرایی 
 
با  یک پیک ماژور ، تنهادر کروماتوگرام .گلوتاتیون اکسید و احیاء 10به  0شد  با پروتکل  بازآراییکروماتوگرام پپتید نتایج  30-4شکل
کمتر باشد کارآیی بازآرایی جانبی (پپتید با ساختمان اشتبا ) هر چه تعداد پیک  شد  بود. بازآراییمشاهد  شد که همان پپتید  جذب بات




 گلوتاتيون اكسيد و احياء 11به  1با پروتکل بازآرایيمحاسبه درصد محصو  پپتيد پس از نتایج  9-4-9
 میکروگرم پپتید حفاظت زدایی شرد  خرالص  14 گلوتاتیون اکسید و احیاء 10به  0با پروتکل  بازآراییبراي 
شد  خالص بر اساس تعیین غلظرت مطرابق  بازآراییمیکروگرم پپتید  83 بازآراییاز  شد و پسوارد واکنش 
که نشان دهند  کرارآیی  درصد محاسبه شد. 5.59حاصل شد. طبق فرمول درصد محصول تولیدي  7 -3بند 
 نیز آن را تایید می کند. 30-4ی است و کروماتوگرام یباتي این روش بازآرا
 
( = درصد محصول
83
04
 %5.59 = 001 × )
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 5به  1پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  بازآرایينتایج  5-4-9
میلری مروتر آمونیروم اسرتات و  12گلوتاتیون اکسید و احیا و  5به  0پپتید با نسبت  بازآراییدر این مرحله 
 81Cستون  به خشک شد. پس از تزریق پپتید 6- 3میکروموتر پپتید انجام گرفت پپتید مطابق بند  10مقدار 
پیک در کروماتوگرام مشاهد  شد کره تنهرا پیرک دقیقره  8تعداد  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند 
نشان  تشکیل شد   در این روش بازآرایی هستند کهلد هاي اشتبا  وفپیک دیگر  7پیک اصلی است. و  3.32
 .)40-4(شکل استکارآیی متوس  این روش بازآرایی  دهند 
 
. پپتید با بازآرایی صحی، با فلش نشان داد  گلوتاتیون اکسید و احیاء 5به  0شد  با پروتکل  بازآراییکروماتوگرام پپتید نتایج  40-4شکل
 .نشان دهند  کارآیی متوس  این روش بازآرایی است با جذب پایین لد اشتبا وف 7تعداد شد  است. 
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 گلوتاتيون اكسيد و احياء 5به  1با پروتکل  بازآرایيمحاسبه درصد محصو  پپتيد پس از نتایج  6-4-9
شرد  خرالص   زدایی  میکروگرم پپتید حفاظت 14 گلوتاتیون اکسید و احیاء 5به  0با پروتکل  بازآراییبراي 
شد  خالص بر اساس تعیین غلظرت مطرابق  بازآراییمیکروگرم پپتید  42 بازآراییوارد واکنش شد و پس از 
که نشان دهند  کارآیی  درصد محاسبه شد. 16حاصل می شد. طبق فرمول درصد محصول تولیدي  7 -3بند 
 نیز این موضو  را تایید می کند. 40-4متوس  این روش بازآرایی است و نتایج کروماتوگرام 
( = درصد محصول
42
04
 %06 = 001 × )
 گلوتاتيون اكسيد به احيا 5به  1پپتيد امگا كنوتوكسين با نسبت  بازآرایينتایج  7-4-9
میلری مروتر آمونیروم اسرتات و  12گلوتاتیون اکسید و احیا و  2به  0پپتید با نسبت  بازآراییدر این مرحله 
خشک شد. پس از تزریرق پپتیرد  بره  سرتون  6- 3میکروموتر پپتید انجام گرفت پپتید مطابق بند  10مقدار 
پیک در کروماتوگرام مشاهد  شرد کره تنهرا پیرک  9تعداد  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند  81C
لد هاي اشتبا  تشکیل شد   در ایرن روش برازآرایی هسرتند و وپیک دیگر ف 8پیک اصلی است. و  32دقیقه 
 .)50-4پیک نشان دهند  کارآیی ضعیف این روش بازآرایی است (شکل 8جذب باتي این 
 
پپتید با بازآرایی صحی، با فلش نشان داد   گلوتاتیون اکسید و احیاء. 2به  0شد  با پروتکل  بازآراییکروماتوگرام پپتید نتایج  50-4شکل




 گلوتاتیون اکسید و احیاء 2به  0با پروتکل  بازآراییمحاسبه درصد محصول پپتید پس از نتایج  8-9-4
میکروگرم پپتیرد حفاظرت شرد  خرالص  وارد  14 گلوتاتیون اکسید و احیاء 5به  0با پروتکل  بازآراییبراي 
مطابق بنرد  شد  خالص بر اساس تعیین غلظت بازآراییمیکروگرم پپتید  5.70 بازآراییواکنش شد و پس از 
که نشران دهنرد  کرارآیی  درصد محاسبه شد. 44حاصل می شد. طبق فرمول درصد محصول تولیدي  7 -3
 نیز این موضو  را تایید می کند. 50-4نسبتا ضعیف این روش بازآرایی است و نتایج کروماتوگرام 
( = درصد محصول
5.71
04
 %44 = 001 × )
 مولار گوانيدین كلراید 1.1پپتيد امگا كنوتوكسين با مقدار  بازآرایينتایج  4 -4-9
گلوتاتیون اکسرید و احیرا و  10به  0موتر گوانیدین کلراید نسبت  0.1پپتید با مقدار  بازآراییدر این مرحله 
خشک شرد.  6- 3 میکروموتر پپتید انجام گرفت پپتید مطابق بند 10میلی موتر آمونیوم استات و مقدار  12
پیک در کرومراتوگرام  4تعداد  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند  81Cستون  از تزریق پپتید به پس
پیرک دیگرر  5پیک اول گوانیدین کلراید است و  3و  پیک اصلی است 5.52مشاهد  شد که تنها پیک دقیقه 
 .)60-4(شکل به علت جذب پایین کارایی ضعیف این روش محتمل است فولد هاي اشتبا  هستند. 
 
 یک پیک اصلیو  پیک بسیار ماژور 3تعداد  .موتر گوانیدین کلراید 0.1شد  با پروتکل  بازآراییکروماتوگرام پپتید نتایج  60-4شکل
فلش روش بازآرایی کارآیی پایینی خواهد داشت.  52به علت جذب پایین پیک دقیقه  .استشد   بازآراییمشاهد  شد که همان پپتید 
 لد اصلی است.ودهند  فنشان 
 موتر گوانیدین کلراید 0.1با پروتکل  بازآراییمحاسبه درصد محصول پپتید پس از نتایج   10-9-4
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میکروگرم پپتید حفاظت شد  خالص  وارد واکنش  14و  موتر گوانیدین کلراید 0.1ا پروتکلب بازآراییبراي 
 7 -3شد  خالص برر اسراس تعیرین غلظرت مطرابق بنرد  بازآراییمیکروگرم پپتید  7 بازآراییشد و پس از 
همرانطور کره از شرکل  درصرد محاسربه شرد.  5.70حاصل می شد. طبق فرمول درصرد محصرول تولیردي 
 کروماتوگرام پیش بینی شد  بود کارآیی این روش بازآرایی پایین است.
( = درصد محصول
7
04
 %5.71 = 001 × )
 
 موتر گوانیدین کلراید 3.1پپتید امگا کنوتوکسین با مقدار  بازآرایینتایج  00 -9-4
گلوتراتیون اکسرید و احیرا و  10به  0موتر گوانیدین کلراید نسبت 3.1پپتید با مقدار  بازآراییدر این مرحله 
خشک شرد.  6- 3میکروموتر پپتید انجام گرفت پپتید مطابق بند  10میلی موتر آمونیوم استات و مقدار  12
پیک در کروماتوگرام  8تعداد  5-3کروماتوگرافی فاز معکوس مطابق بند  81Cاز تزریق پپتید  به  ستون پس 
پیرک دیگرر  5و  پیک اول گوانیدین کلراید است 3پیک اصلی است و  2.62مشاهد  شد که تنها پیک دقیقه 
 .)70-4(شکلل است لد هاي اشتبا  هستند. و به علت جذب متوس  کارایی نسبتا ضعیف این روش محتموف
 
فلد اشتبا   4پیک بسیار ماژور  3تعداد  . در کروماتوگرامموتر گوانیدین کلراید 3.1شد  با پروتکل  بازآراییکروماتوگرام پپتید  70-4شکل




 گلوتاتيون اكسيد و احياء 2به 1با پروتکل بازآرایيمحاسبه درصد محصو  پپتيد پس از نتایج   21-4-9
وارد واکرنش  لصمیکروگرم پپتید حفاظت شد  خا 14و  موتر گوانیدین کلراید 0.1ا پروتکلب بازآراییبراي 
 7 -3شد  خالص بر اسراس تعیرین غلظرت مطرابق بنرد  بازآراییمیکروگرم پپتید  20 بازآراییشد و پس از 
 درصد محاسبه شد. 13حاصل می شد. طبق فرمول درصد محصول تولیدي 
( = درصد محصول
21
04
 %03 = 001 × )
 هر پروتکل براي پپتید امگا کنوتوکسین و درصد محصول براي  بازآراییاطلاعات کلی مربوط به پروتکل هاي  3-4جد.ل 
 
شده در مد  موش به صورت  بازآرایيبررسي اثرات ضد دردي پپتيد امگا كنوتوكسين نتایج  11-9
 )noitejni lacehtartnIتزریق داخل نخاعي (
نرانوگرم  7و 5، 3در غلظت هراي طراحی شد ،  بازآراییپروتکل  5پپتید امگا کنوتوکسین با  بازآراییپس از 
 13دقیقه  5پس از  تزریق شد. 5و 4میکرولیتر به داخل نخا  کمري موش بین مهرهاي  12از پپتید در حجم 
مروش در ظررف  فاصرله درصد به پنچه سمت چپ پاي عقبی موش تزریرق شرد و بلا  0میکرولیتر فرمالین 
واکنش هاي درد شامل تکان و لیسیدن پنچه عقبی سمت چب به عنوان واکنش هراي  شفاف قرار داد  شد و
 5 locotorP 4 locotorP 3 locotorP 2 locotorP 1 lcotorP stnegaeR
 Mm01 Mm01 Mm2 Mm5 Mm01 HSG
 Mm1 Mm1 Mm1 Mm1 Mm1 GSSG
 Mm02 Mm02 Mm02 Mm02 Mm02 etateca muinommA
 M3.0 M 1.0 ---------- ---------- ---------- lcH nG
 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7 HP
 lm1 lm1 lm1 lm1 lm 1 emulov
 h 4 h 4 h 4 h 4 h 4 emit
 Cº22 Cº22 Cº22 Cº22 Cº22 erutarepmet
 gµ 04 gµ 04 gµ 04 gµ 04 gµ04 editpep
 03% 5.71% 44% %06 %5.59  tnecrep dleiY
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به عنوان فاز مزمن در نظر  14الی  12دقیقه اول به عنوان فاز حاد و از دقیقه  5درد در موش شمارش گردید 
براي بیران بهترر  .)4-4(جدول  گردیددرد براي زمان هاي فو  شمارش و یاداشت گرفته شد. واکنش هاي 
 .)5-4(نمودار نیز در نمودار آورد  شد  است ضد دردياثرات براي بهترین  نتایج درصد کاهش درد
اي به عنوان کنترل منفی از نرمال سالین استفاد  گردید و میزان درد استاندارد ناشی از فرمالین بدست آمد. بر
 4-4نتایج در جدول  .مقایسه میزان کاهش درد پپتید از مرفین و پریالت به عنوان داروي تجاري استفاد  شد
 .به صورت سه بار تکرار انجام شدآورد  شد  است. کلیه آزمایشات  5-4و نمودار 
موش هایی که با  تعداد واکنش درد درمقایسه  به روش فرمالین. )لیسدن و تکان پا(در موش درد  واکنش هايتعداد نتایج  4-4جدول 














  9پروتکل 
 بازآرایي
  5پروتکل 
 tlairp enihproM
 مزمن حاد  مزمن حاد  مزمن حاد مزمن حاد مزمن حاد مزمن حاد مزمن حاد
13/1 25 1±92 35 3
  1/5 ±
  71/1 83 1±19 34 1±25 69
  1/5 ±
  93/1 19 -- --
  1/5 ±
21/1 79 1±71 83 1±51 79 5
  1/5 ±
 1±12 59 -- -- 1±23 19 1±83 63
  4/1 43 1±21 19 1±4 92 7
  1/5 ±
  11/1 16
  1/5 ±
  19/1 15
  1/5 ±
 1±12 53 -- --
 81 39 29 59 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 11
 81 65 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 91
 -- -- 93 63 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 15
 -- -- 52 62 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 111
 -- -- 12 19 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 112







 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
 
گلوتراتیون اکسرید بره  10بره  0یعنی نسبت  0مشخص است پروتکل بازآرایی  4-4همانطور که در جدول 
 محصرول میزان  3-4نانوگرم است و همچنین طبق اطلاعات جدول  7احیاء داراي بهترین اثر ضد دردي در 
ن سبب کاهش ت و مرفیلپریاپپتید، . چنانجه مشخص است تعیین گردیددرصد  5.59این روش  در بازآرایی
برابر از داروي ضد درد  دو 0درد مزمن می شوند و اثر محدودي در کاهش درد حاد دارند. پروتکل بازآرایی 
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پروتکل بازآرایی سه نیز این ویژگی را دارد  ،. علاو  بر اینبودبرابر از مرفین قوي تر  5.07تجاري پریالت و 
درصد است. بیشتر تمرکز برر  44ش کمتر و حدود ولی به علت اینکه درصد محصول تولید شد  در این رو
 خواهد بود. 0روي پروتکل بازآرایی 
 
 7 با مقدارپپتید امگا کنوتوکسین  هر روش بازآرایی درصد کاهش درد براي و مقایسه بازآراییروش هر  بازد  درصدمقایسه  5-4نمودار
 نانوگرم 10و مرفین  نانوگرم 40و  7با داروي تجاري ضد درد پریالت با مقدار نانوگرم 
 
 بـه صـورت  آزمون نورو توكسيستي پپتيد امگاكنوتوكسين بازآرایي شده با پروتکل هاي مختلف 61-9
 تزریق داخل بطن مغزي در موش
به  0رایی شد  با پروتکل آنانوگرم از پپتید باز 7 ، مقدار oviv nIدر شرای   دیپپت یتیسیوروتوکسن ي تعیینراب
 6LB/75C مروش گررو   3 به) VCI ,noitcejni ralucirtnevorberecartnI(داخل بطن مغزي  ،یتلق صورت
 می باشرد نوروتوکسیک  اتاثرفاقد  0رایی شد  با پروتکل آنتایج نشان داد که پپتید بازگرمی تزریق شد.  50
در شامل چرخش به دور خود، لرزش بدن، لرزش پا و در نهایت مررگ  نوروتوکسیستیم یوهیچ یک از علا
 و موش ها به صورت عادي به زندگی ادامه می دادند. مشاهد  نگردیدساعت بررسی  27طی موش ها 
 
 معکوس فاز كروماتوگرافي توسط 1 پروتکل با كنوتوكسين امگا پپتيد صحت بازآرایي بررسي 71-9
 
میکروگررم از  14مقردار  0به منظور بررسی صحت بازآرایی پپتید امگا کنوتوکسین بازآرایی شد  با پروتکل 

































  5بازآرایی روش   4بازآرایی روش  3بازآرایی روش 10مرفین 40پریالت 7پریالت 2بازآرایی روش0بازآرایی روش 
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 ید کره زمران خرروج هرر دو مشخص گرد هر دو با هم مقایسه شد. زمان خروج .تزریق شد 5-3مطابق بند 
با مقایسه نتایج صحت بازآرایی و حفاظت زدایی بنابراین  شبیه است.از ستون کروماتوگرافی  پپتید و پریالت
خرروج هرر دو از سرتون  مسراوي زیررا زمران  .)70-4(شرکل بره طرور کامرل تاییرد گردید کرومراتوگرافی 
 است. و ساختمان مشابههیدروفوبیسته نتیجه در  هاي دي سولفید مشابه پیوند کروماتوگرفی نشان دهند  
 
 
(الف) از ستون کروماتوگرافی و تایید صحت بازآرایی  کروماتوگرام زمان خروج پپتید امگاکنوتوکسین بازآرایی شد نتایج  80-4شکل 






























و مراحرل  اسرت  تحایز اهمیر از سیستئین پپتیدهاي غنی مرحله حفاظت گرو  تیول سیستئین در زمان سنتز 
همانطور کره در فصرل  .استضد دردي آنها بسیار حیاتی براي ایجاد فعالیت هاي حفاظت زدایی و بازآریی 
اسرت و جدا شد   sugam sunoC) از سم حلزون مخروطی AIIVM XTCیک اشار  شد امگا کنوتوکسین (
یرد مرورد تای ضد درد به عنوان داروي تجاري  4112از سال  داروي پریالت مشتق سنتیک این پپتید است که
و به داروهاي معمول ضد دردي  در بیمارانی که دردهاي مزمن شدید دارندو دارو امریکا است.  سازمان غذا
 دتر 1110 میکروگرمی این دارو با قیمتری حردود  110هر ویال   .مورد استفاد  قرار می گیرد مقاوم شد  اند
هاي حاوي سره بانرد دي سرولفیدي اطلاعرات بسریار کمری پپتیدبه دست بیمار می رسد. در مورد بازآرایی 
 تنها در یک مقاله اطلاعات بسیار جزیی در دسترس است.موجود است. براي بازآرایی پپتید امگاکنوتوکسین 
برر  یری است که مانع توسعه  مرواد دارو  هاي کلیدي در علم پروتئومیکسداتیو یکی از چالش یبازآرایی اکس
ي سرولفید ترکیبرات جرذابی برراي تقاد بر این است که پپتیدهاي غنی از باند هاي دپایه پپتید شد  است. اع
اکسریداتیو آنهرا بره منظرور  یابی به دارو هستند زیرا پایدار هستند و ساختار پیچید  اي دارنرد، برازآرایی دست
 و اجررا  هاتصال صحی، باندهاي دي سولفیدي دشوار است و براي هر پپتید باید مسیر بازآرایی خاصی بهینر 
یک مرحلره  هاي غنی از سیستئین که توس  گرو  حفاظت حمایت شد  اندحفاظت زدایی پپتید بعلاو  شود.
 حیاتی براي آماد  سازي پپتید براي بازآرایی است.  
 و حفاظت زدایی، بازآراییتولید پپتید هاي ضد دردي روش هاي  حقیق با توجه به اهمیت موضو در این ت 
بره ایرن  .برنامه ریزي شد که پروژ  با حداقل خطاي ممکن اجررا گرردد  به گونه ايدي بررسی هاي ضد در
هاي مهم پپتید از قبل میرزان شرارژ  منظور در ابتدا مطالعات بیوانفورماتیک در مورد ساختار، توالی و ویژگی
 .انجام گرفتل باندهاي دي سولفیدي خالص پپتید، آبدوستی و آبگریزي آن، محاسبه فاصله موثر براي تشکی
یابی به تکنیک برازآرایی کنوتوکسرین با هدف دست مطالعهدر ابتدا با توجه به اهمیت بازآرایی در کنوتوکسین 
ولی در زمان اجراي تحقیق عدم کرارآیی روش حفاظرت  ها با محوریت امگاکنوتوکسین طراحی و اجرا شد
. تکنولروژي دارایه گررد کنوتوکسین نیز امگاروش حفاظت زدایی مختص پپتید  سبب شد تازدایی براي پپتید 
تا کنرون ارایه شد.  کاربرديکوتا  و در روشی با سه باند دي سولفیدي پپتید امگا کنوتوکسین براي بازآرایی 
یردهاي کوچرک انجام نشد  است. بازآرایی پپت در ایران هیچ روش بازآرایی براي پپتیدهاي غنی از سیستئین
اسرت و اکثررا مقردار مشکل و در عین حال زمان برر  )سیستئین ششهایی با دغنی از سیستئین (به ویژ  پپتی
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 پیچ خوردن پپتیرد  و زیرا به علت کوتا  بودن طول زنجیر ها بسیار کم است.  محصول تولیدي در این روش
 تشرکیل احتمرال  و در پپتیرد ایجراد نمری گرردد بره راحتری ساختمان سه بعدي بازآرایی معمول شرای   در
برر اسراس  .)8002 ,.la te ,areV-zepoL ;3002 ,.la te ,jaluB( ایزومرهاي دي سولفیدي بسیار زیاد اسرت 
 اهمیت نکات ذکر شد  بحث در این تحقیق در چهار بخش به صورت مجزا انجام می گیرد.
 : )gnitcetorPمرحله اول حفاظت (
تروالی تئین هاي موجرود در سسیگرو  هاي تیول حفاظت از  ،مرحله مهم در سنتز پپتیدهاي غنی از سیستئین
زیرا گرو  هاي تیول موجود در سیستئین نوتروفیرل هسرتند و بره  .داسیون استیبه منظور جلوگیري از اکس
مرانع پیوندي بسریار قروي ایجراد مری کنرد کره  اکسیژنترکیب تیول با  .سرعت با اکسیژن ترکیب می شوند
 ,.la te ,rebeV ;3102 ,llorraC dna etnoC ( سرولفیدي مری شرود  هاي ديل پیونرد بازآرایی پپتید و تشکی
امرري اسیدهاي آمینه یکی از مهم تررین مسرایل در شریمی پپتیرد و زنجیر  هاي جانبی  از حفاظت .)3791
 نگره داشرتن پپتیرد اسرت فعرال  و قردم اول برراي برراي جلروگیري از پلیمریزاسریون اسرید آمینره  اجباري
در این تحقیق با بررسی انروا  مختلفری از گررو  حفاظرت از نظرر خرواص  .)3102 ,llorraC dna etnoC(
) به عنوان گرو  حفاظرت mcAبیوشیمیایی، مقاومت در زمان سنتز و روش جدا سازي، گرو  استامیدومتیل (
 mcAپپتیرد برا گررو   هراي  براي پپتید انتخاب و از شرکت سنتز کنند  پپتید درخواست شرد کره سیسرتئین 
حفاظت و سنتز شود تا در زمان ارسال پپتید دچار اکسیداسیون نشد  و با انجام یرک روش حفاظرت زدایری 
 بتوانیم پپتید را براي بازآرایی آماد  کنیم.مناسب 
 ):noitcetorpeDمرحله دوم حفاظت زدایی (-2
بیولوژیک آن حفاظت فعالیت  ایجادآرایی و بازبراي آماد  سازي پپتید به منظور یکی از حساس ترین مراحل 
است. براي سال هاي متمادي استات جیو  و مرکاپتواتانل با بیشترین مقدار براي حفاظت زدایری هرر  زدایی
که محصول بسیار کمی در این روش حاصل مری شرد  نو  پپتید و پروتئین غنی از سیستئین استفاد  می شد
بره  راي هر نو  پپتید غنی از سیسرتئین ب این روش حفاظت زداییبه نظر می رسد . )9891 ,.la te ,rekceB(
برر پایره و همکاران  rebeVدر این تحقیق روش حفاظت زدایی  ویژ  کنوتوکسین مناسب و کاربردي نیست.
 te ,rebeV(شرد مری براي پپتید امگاکنوتوکسین کارایی نداشت و باعث تخریب پپتید امگاکنوتوکسین جیو  
و همکراران پرس از  rekceBو همکاران،  rebeVدر بررسی نتایج حفاظت زدایی پپتید با روش  .)3791 ,.la
هریچ  EGAP-SDSهرا برا  فرکشن، محلول حاصل از حفاظت زدایی و بررسی CLPHبررسی کروماتوگرام 
بنابراین براي حفاظت زدایی پپتید باید روش حفاظت زدایی مناسبی ارایه مری شرد. در  پپتیدي مشاهد  نشد.
بر پایه جیو  است و سرایر  rebeVبررسی متون مختلف مشخص شد رایجترین روش حفاظت زدایی روش 
(معایب روش تالیوم و ید در حفاظت زدایری در فصرل دوم  روش ها مانند تالیوم و ید ترجیحا استفاد  نشد
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همین منظور براي بهینه سازي روش  حفاظرت زدایری و جلروگیري از تخریرب پپتیرد  به  .ان شد  است)بی
باند دي سولفیدي طراحی و انجام شد. در بررسی هرا  70) با ASBآزمایشاتی بر مبناي آلبومین سرم گاوي (
مری نیز وي و همکاران باعث تخریب پروتئین آلبومین سرم گا rebeVمشخص شد که روش حفاظت زدایی 
شود. به همین منظور پس از اجراي هشت روش کنترل کیفی بر روي آلبومین سرم گاوي، روشی جدیرد برر 
پایه استات جیو  و مرکاپتواتانل براي حفاظت زدایی پپتید امگاکنوتوکسین بهینه سازي  و برا عنروان نسربت 
ابرداعی حفاظت زدایری ارایه شد. روش ابدا  و  RMA) به اختصار oitaR raloM deilppAمولی کاربردي (
 در مرکاپتواتانرل میکرولیترر)  10میلی مروتر (  10واستات جیو  میلی گرم) 0میلی موتر ( 3مقدار با ، RMA
پپتید امگرا کنوتوکسرین میزان محصول  .شدو اجرا بهینه درجه سانتی گراد  22دقیقه و دماي  19مدت زمان 
تحقیقی برا اسرتفاد  از روش اصرلاح شرد  . در رصد تعیین گردیدد 39در این روش پس از حفاظت زدایی 
میلی موتر مرکاپتواتانل در حداکثر مقدار برا  119میلی موتر استات جیو  و  54(با استفاد  از مقدار  rebeV
میرزان   حفاظرت زدایری شرد  برود کره برا شرش سیسرتئین  a III nixotonoC-µپپتید  ساعت) 6مدت زمان 
صرحت  ).9891 ,.la te ,rekceBدرصد گزارش شد  بود ( 60 محصول تولید شد  در این روش بسیار کم و
 ایرن روش و پپتیرد  ا) بر detcetorpeDبا مقایسه پپتید حفاظرت زدایری شرد  (  RMAروش حفاظت زدایی 
ام نشان داد که پپتید ) در کروماتوگرافی فاز معکوس انجام گرفت. نتیجه کروماتوگرdetcetorPشد  ( حفاظت
خرارج مری شرود (گروهراي  CLPHدقیقه زودتر از پپتید حفاظت شرد  از سرتون  7.2حفاظت زدایی شد  
به علت خاصیت نسبتا قطبی در صورت وجود در ساختار پپتید باعث افزایش آبگریزي پپتیرد  mcAحفاظت 
وج پپتید حفاظرت زدایری شرد  از و درنتیجه افزایش زمان خروج پپتید از ستون می شوند) کاهش زمان خر
از پپتید و صرحت روش حفاظرت زدایری  mcAنشان دهند  حذف گرو  هاي حفاظت  CLPH، 81Cستون 
 است.
زمران حفاظرت زدایری  کرردن  کوترا  ارایره شرد  در ایرن تحقیرق  ،RMAارجحیت روش حفاظرت زدایری 
 و مرکاپتواتانرل بره برابرر  50بره مقردار میرزان مصررف اسرتات جیرو   کراهش  ساعت و 80الی  4به میزان 
در مقایسره میرزان محصرول دو روش . عرلاو  برر ایرن نسربت بره سرایر تحقیقرات اسرت برابرر  54مقدار 
. در بیشررتر اسررت برابررر  6و همکرراران   rekceBنسرربت برره روش  RMAروش محصررول میررزان فررو  
پرس از  تشرکیل شرد  به علت کراهش مقرادیر اسرتات جیرو  و مرکاپتواتانرل میرزان رسروب  RMAروش 
 شرد مرواد کنتررل  بره علرت کراهش نسربت و تخریرب پپتیرد  حفاظت زدایی به میزان زیادي کاهش یافرت 
. محصرول برات در زمران حفاظرت زدایری یعنری مقردار گردیرد در نهایت محصولی برا میرزان برات حاصرل 
حفاظرت عردم کرارایی چنردین احتمرال برراي  .قابرل دسرترس اسرت  برازآرایی  برراي فروانی پپتید خطری 
 وجود دارد: rekceBو  rebeVزدایی به روش 
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سربب تخریرب پپتیرد و مرکروري اسرتات در ایرن روش  مرکاپتواتانرلمقردار  بیشرینهممکرن اسرت  -0 
مرکاپتواتانرل و مرکروري  (بره علرت اسرتفاد  از حرداکثر مقردار به علت تشرکیل رسروب فرراوان  -2شود 
 براي جداسازي پپتید موثر نباشد. در رسوبات محصور شود و روش فیلتراسیون  پپتید) استات
و عردم  پپتیرد درجره سرانتیگراد ممکرن اسرت سربب تخریرب  15دمراي  -4یرا  وزمان طوتنی واکنش -3
درصرد محصرول  ذکرر شرد  مری توانرد باعرث کراهش  عامرل  بنرابراین چهرار  .محصول خطی باشدتولید 
 .پس از حفاظت زدایی باشد
کم مرکاپتواتانرل  ادیرمقاز  -0 است:کاربردي و مناسب  ،علتسه ارایه شد  به  RMAروش حفاظت زدایی 
مری جردا ی راحتر بره کاهش رسوب و در نتیجره پپتیرد از رسروب  شد که سبب استفاد و مرکوري استات 
 از اثرر تخریرب دمراي اترا ) انجرام واکرنش در دماي برات ( عدم استفاد  از  -3و  زمانکوتا  بودن  -2د.وش
ی پپتید غنی از سیسئتین ارایه کاربردي و سریع حفاظت زدای می کرد. بنابراین روشاحتمالی مواد جلوگیري 
اولرین ویژگری به عنروان باشد و معمول این روش می تواند جایگزین سایر روش هاي حفاظت زدایی شد. 
 کاربردي این تحقیق قلمداد می شود. 
  :)gnidlofeRبازآرایی ( مرحله سوم
با ارایه روش  هاي غنی از سیستئین نیازمند روش حفاظت زدایی و خالص سازي مناسب است.بازآرایی پپتید
شیمیایی و  از لحاظ فرآیندهايبازآرایی اکسیداتیو  شد. اجرامرحله بازآرایی پپتید  ،RMAحفاظت زدایی 
 بازآراییدي سولفید است. اهمیت باندهاي غنی از  سنتتیک يپپتیدهابراي  یک مرحله حیاتیبیولوژیکی 
فعالیت بیولوژیک پپتید یا پروتئین غنی از سیستئین مستقیما به بازآرایی بدانیم زمانی مشخص می شود که 
در  یا دیفنسین داروي ضد درد پریالت به عنوان مثال .)1102 ,jaluB dna werdnA( بستگی دارد صحی، آن
 اراي اثرات ضد دردي خواهد بود.ددي سولفیدي صحی،  ساختارصورت ایجاد 
الری  2 برین  برا سره بانرد دي سرولفیدي  کسرین هرا وکنوتانرو  مختلفری از میزان محصول بازآرایی برراي 
روش بایرد  غنری از سیسرئین  هايپپتیرد  انروا  مختلفری از برازآرایی برراي  .شرد  اسرت گزارش درصد  56
و اجرررا گررردد برره عبررارت دیگررر روش هرراي بررازآرایی بررراي هررر نررو   ارایرره از بررازآرایی بهینرره اي
کنوتوکسین باید به طور مجرزا طراحری شرود و یرک روش برازآرایی برراي همره کنوتوکسرین هرا کراربرد 
پیچیرد  و در  ،طروتنیپپتیردهاي غنری از سیسرتئین بسریار  ايروش هراي برازآرایی برر یکسرانی نردارد.
 ,.la te ,areV-zepoL ;1102 ,jaluB dna werdnA( انجرام مری شرود  متنرو  ومختلرف مرواد حضرور 
 ).9002 ,.la te ,ekswelaW ;8002
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شد  با بازآرایی پپتید تولید ، بازآرایی، کوتا  کردن زمان هاي این تحقیق کاهش پیچیدگی روش ویژگی اصلی
 بود. در پپتید امگا کنوتوکسین مناسب و ایجاد فعالیت ضد دردي محصول حداکثر
پپتیرد و فاکتورهراي مروثر در تولیرد  اسراس سراختمان برر روش بازآرایی بهینه براي پپتید امگاکنوتوکسرین 
واکرنش،  يقبل از تنظیم روش بازآرایی براي پپتید امگا کنوتوکسین متغیرهایی مانند دمرا . محصول ارایه شد
در مقاتت مختلف بررسی گردید و بر اساس بهترین میزان محصرول تولیردي در  Hpزمان، حجم محلول و 
برازآرایی ، jaluB و  werdnAمطالعاتنتایج براساس  روش هاي بازآرایی انتخاب و ثابت در نظر گرفته شد.
درصرد محصرول شرد  برود  25و  85بره ترتیرب سربب تولیرد  8و  7 Hpدر  AIIISپپتید امگا کنوتوکسین 
 وعردد حد وسر  ایرن دو  براي بازآرایی پپتید امگا کنوتوکسین Hp). بنابراین 1102 ,jaluB dna werdnA(
 (دماي اترا )  درجه سانتی گراد 42الی  22ساعت، دما  4زمان انجام بازآرایی انتخاب گردید.  )بدن Hp( 4.7
نظرر  ثابرت در میلری لیترر  0 برازآرایی طبق پیشنهاد مقاتت حجم محلول  و نظر گرفته شددر براي بازآرایی 
گلوتاتیون اکسید و احیا، گوانیدین کلراید و آمونیروم اسرتات داراي روش هاي بازآرایی مبتنی بر  .گرفته شد
 te ,areV-zepoL ;1102 ,jaluB dna werdnAبود ( نسبت به سایر روش ها بهترین میزان محصول بازآرایی
مقردار پپتیرد، نسربت  ،بر اسراس سراختمان پپتیرد امگاکنوتوکسرین ). 9002 ,.la te ,ekswelaW ;8002 ,.la
مختلرف میرزان پپتیرد در روش هراي . شدآمونیوم استات بهینه  و کلرایدگوانیدین د و احیا، گلوتاتیون اکسی
شدن پپتید تزم اولیگومریز   از جلوگیري منظور به زیرا شود انتخاب میمیکرومول  15الی  12بین  بازآرایی
در صورتی که بهترین مقدار پپتید براي برازآرایی در  .)7991 ,.la te ,sinnA( باشد رقیق بسیار پپتید است که
گلوتاتیون با استفاد  از براي پپتید امگا کنوتوکسین داتیو یبازآرایی اکسمیکرومول تعیین گردید. 50این تحقیق 
روش گلوتاتیون اکسید و  اتنظیم گردید. بنسبت مختلف از این مواد  پنج در اکسید و احیا و گوانیدین کلراید
بیشترین و بهترین میزان محصول (پپتید بازآرایی شد  با ساختار صحی، برا میلی موتر  10به 0احیا به نسبت 
 برازآرایی  برراي . درصد برود  5.59ش ل در این رومیزان محصول حاص کمترین ساختار اشتبا ) به دست آمد.
 اابترد بسریار پیچیرد  و طروتنی، برازآرایی که طری یرک روش  وجود داردتنها یک گزارش  امگاکنوتوکسین
میلری مروتر  2، lCK مروتر  4می شد سپسحل میلی موتر  10میکرومول پپتید در اسیدکلردریک  14مقدار
 8نسربت  سرپس  تنظریم مری شرد.  3.7در  Hpو  اضرافه مری شرد به محلرول  SPOM موتر 2.1و  ATDE
میلی موتر اور  به محلول اضافه می شرد و  8مرحله بعد  در اکسید و احیا به آن اضافه می شد گلوتایون0به
گزارش  درصد 15بازآرایی در این روش محصول  در آخر پپتید با اسید فسفریک غلیظ رسوب داد  می شد.
روش برازآرایی ارایره شرد  در در مقابل بازآرایی این روش پیچید  ). 6991 ,.la te ,retraC-ecirP( شد  بود
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روش هراي برازآرایی مختلرف برراي برا  در تحقیقات دیگرر  .استغیر اقتصادي  و این تحقیق بسیار مشکل
  شود:کنوتوکسین هایی با سه باند دي سولفیدي نتایج زیر حاصل شد  است که به آنها اشار  می 
و  8 به ترتیب سبب تولیرد ) xOraelCدر شرای  بازآرایی محلول و رزین (  CIIVMبازآرایی امگاکنوتوکسن
 بازآرایی براي امگرا کنوتوکسرین محصول میزان  .)8002 ,.la te ,areV-zepoL( می شد محصولدرصد  30
بررازآرایی محصررول میررزان  .)6991 ,.la te ,retraC-ecirP( اسررتدرصررد گررزارش شررد   15 AIIVM
. )9002 ,.la te ,ekswelaW( شد  استدرصد گزارش  80در شرای  بازآرایی محلول  AIIISموکنوتوکسین 
  .)8002 ,.la te ,areV-zepoL( شد  اسرت درصد گزارش  94 AIIIGکنوتوکسین آرایی موباز محصول میزان
برا سراعت  4در زمران  کاربردي و کوتا بسیار  بازآرایی روش اجراي یک حاضر باتحقیق در صورتی که در 
درصرد  5.59میلری مروتر آمونیروم اسرتات  12 همررا گلوتاتیون اکسید و احیا به  10به  0نسبت استفاد  از 
کنوپپتیردهایی برا سره بانرد دي سرولفیدي براي بازآرایی تاکنون چنین میزان محصولی  .محصول بدست آمد
که استفاد  از مواد مختلرف و تکنیرک هراي پیچیرد  باعرث  شد در عین حال مشخص .گزارش نشد  است
برازآرایی ارایره شرد  در ایرن روش و  گمراهی پژوهشگر و در عین حال افزایش زمان بازآرایی خواهد شرد 
رایی پپتید امگاکنوتوکسین آبات و کم هزینه براي باز محصول روشی سریع، با بازد  به عنوان تحقیق می تواند
 .ارایه شود
به  ،تحقیقات مختلفدر سیستئین کنوتوکسین با شش  هايپپتیدانوا  مختلفی از براي  بازآراییجراي روش ا
براي کنترل  ATDEبه همین خاطر از  ،محلول می شود LCHمانند اسید قوي ابتدا پپتید در  صورت زیر بود:
طی یک واکنش پیچید  بعد از بنابراین  می گردد.استفاد   محی  طبیعی  Hpبراي حفظ SPOMاز  و یون ها 
یرا اسرید فسرفوریک توس  اسید فرمیرک  ،پپتید بازآرایی شد  ،lCKاضافه کردن گلوتاتیون اکسید و احیا و 
 werdnA( کم برود  اسرت  شد  توس  این روش ها محصول گزارشمی شود.  رسوب داد (اسیدي قوي) 
 .)6991 ,.la te ,retraC-ecirP 9002 ,.la te ,ekswelaW ;8002 ,.la te ,areV-zepoL ;1102 ,jaluB dna
د ضعیف فراهم کرد دیگرر نیرازي بره یپروتون هاي تزم براي انجام واکنش را توس  یک اس بتوان حال اگر
پس از اضافه کردن گلوتاتیون اکسید و احیا و آمونیوم استات  تحقیق این در . نخواهد بود SPOMو  ATDE
برراي SPOM و ATDE اضافه کردن شد در این صورت دیگر نیازي به تنظیم  4.7محلول بازآرایی در    Hp
 بره محلرول برازآرایی پپتیرد  میلی مول 50و در مرحله آخر  نخواهد بود Hpجذب یون هاي اضافی و تنظیم 
 نخواهد بودي جداسازي پپتید برا یا اسید فسفریک اتمام واکنش نیز نیازي به اسید فرمیک شد. پس ازاضافه 
کره در حضرور گلوتراتیون کررد قیق ثابرت حاین ت .استقابل جداسازي  CLPH-PRزیرا پپتید به راحتی با 
 براز  و اسرید نیروم اسرتات بره عنروان ومآو به عنوان عامل انتقال دهند  باندهاي دي سولفیدي اکسید و احیا 
 و تریس ،SPOM  ،ATDE حضور نیازي به کند دیگر می سرکوب را الکرواستاتیک هاي واکنش که ضعیف
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پپتیرد را  شریمیایی،  حرداقل مرواد زمانی کوتا  و برا مصررف  در ،روشی ساد  می توان بانیست و  اسید قوي
توس  کروماتوگرافی فراز و به راحتی  نیستنیازي به اسید  بازآرایی شد  پپتیدجداسازي براي  .بازآرایی کرد
قبل از شرو  واکنش تنظیم شرود  Hpاین روش بازآرایی نشان داد در صورتی که  .خواهد شدجدا معکوس 
 تولیرد  کره روش ارایره شرد  باعرث افرزایش  ثابت کررد در عین حال . نیستذکر شد  به مواد اضافی نیازي 
 می شود.نیز محصول 
 در صرحی،  سراختار  بره  رسیدن ،پپتید هاي غنی از سیستئین زدایی حفاظت و بازآرایی تحقیقات تمام هدف 
و بسریار مهرم  پپتیدي هاي دارو تولید هزینه کاهشاست زیرا  کمترشیمیایی  موادبا استفاد  از  و کوتا  زمان
 است.حایز اهمیت 
 را مری تروان در  و علت این گران برودن  هستند گران هاي غنی از سیستئینپپتید پایه برتولید شد   داروهایی
 :کرد بیانعمد   فاکتورسه 
اسرتفاد  از مرواد شریمیایی  -3پروسه طروتنی و  -2در زمان حفاظت زدایی و بازآرایی پایین  یمحصول -0 
و در نتیجره  بره تولیرد کننرد  سبب تحمیل هزینه هراي اضرافی  ،در حفاظت زدایی و بازآرایی و متنو زیاد 
 ,.la te ,zepoL ;1102 ,jaluB dna werdnA ;9891 ,.la te ,rekceB( افزایش هزینه هاي تولید خواهد شرد 
 ترا  هسرتند  برات  محصول با صرفه به هاي بازآرایی روشی دنبال به . محققان)9002 ,.la te ,ekswelaW ;8002
حاضرر در ارایره دو  تحقیرق  اهمیتداد  و تولید را به صرفه نمایند.  کاهش را تولید هاي هزینه میزان بتوانند
  سیستئیناز غنی پپتیدهایی روش بازآرایی -2روش حفاظت زدایی و  -0 روش موثر و کاربردي  است:
 بررسی صحت بازآرایی: مرحله چهارم
 در شرای تحقیق حاضر با پریالت به عنوان داروي استاندار در پپتید امگاکنوتوکسین صحت بازآرایی        
 براي کروماتوگرافی فاز معکوسبا ، ortiv nI. نتایج بررسی هاي شدمقایسه   oviv nIو شرای   ortiv nI
ثانیه با  2و پپتید زمان خروج داروي استاندار پریالت بازآرایی شد  گزارش شد. پریالت و امگاکنوتوکسین 
به روش  در موش آزمایشگاهی oviv nIبررسی هاي  .می کردتایید را بازآرایی  و صحت هم تفاوت داشت
 :انجام شدبه شرح زیر  فرمالین
 . خرون سرنجید  شردهم C/blaBاث ررات ضردد دردي پپتی رد ب را تزری رق داخرل نخراعی در مروش هراي 
بهتررین ) احیرا ود یگلوتراتیون اکسر 10بره  0نسربت ( 0پروتکرل برا پپتیرد برازآرایی مشرخص شرد کره 
میرزان درد در مروش هرا را  ،پپتیرد نرانوگرم 7 ی در غلظرتیاثررات ضرد دردي را دارد. ایرن روش برازآرا
بره عنروان داروي نرانوگرم و پریالرت  115تغلظردر صرورتی کره مررفین در  مری دادکراهش درصرد  58
در مروش مری درد درصرد  17درصرد و  58نرانوگرم بره ترتیرب سربب کراهش  40در غلظرت اسرتاندارد 
برابرر و نسربت بره داروي  5.07 مررفیننسربت بره  0ب را پروتکرل  ب رازآراییمشرخص گردیرد کره شرد. 
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حاصرل  قروي برودن اثرر ضرد دردي پپتیرد  دارد.برابر اثررات ضرد دردي قروي ترري  دواستاندارد پریالت 
از بررازآرایی نسرربت برره پریالررت برره عنرروان داروي تجرراري و جابجررایی زمرران خررروج پپتیررد در 
 ویرژ  در برازآراییروش ر در اثرسراختمان جدیرد در پپتیرد ایجراد کرومراتوگرافی احتمرات نشران دهنرد  
پرس از  پریالرت تولیرد کننرد   هراي  شررکت   شراید  .است که تا کنون به آن توجره نشرد  برود این تحقیق 
سرایر احتمراتت تشرکیل بانرد دي شراید مطلروب ضرد دردي اثررات به سراختمانی برا  بازآرایی و رسیدن
در پپتیرد هرایی برا شرش اسرید آمینره سیسرتئین احتمرال . انردسرولفیدي در ایرن پپتیرد را بررسری نکررد  
تشرکیل انروا  مختلفری از ایزومرهراي دي سرولفیدي وجرود دارد. برراي پپتیردهایی برا شرش سیسرتئین 
دي  ایزومرر  یرک ). 2فصرل  (رجرو  شرود بره  وجرود دارد مرر دي سرولفیدي وایز حالرت 50احتمال ایجاد 
پریالرت  ).5991 ,wolsiM dna gnaiLباشرد ( بعردي داشرته  فررم سره  یرک  از بریش  توانیرد  سرولفید مری 
اسرت و ممکرن اسرت ایزومرهراي دیگرري نیرز همرین  دي سرولفیدي  ایزومرر  50از آن  حالرت  تنها یرک 
ا حتی اثرات بهترري را داشرته باشرد و شراید بره ایرن موضرو  توجره نشرد  و شررکت اثرات ضد دردي ی
سراختمان پپتیرد در تشرکیل تولیرد کننرد  پریالرت پرس از رسریدن بره سراختمان اصرلی بقیره احتمراتت 
اجررا شرد  توسر  آنهرا فقر  پپتیرد را بره ایجراد برازآرایی را بررسری نکررد  و یرا روش هراي برازآرایی 
روش بررازآرایی ایررن تحقیررق سرراختار جدیرردي از احتمررات  .مرری نمایرردهرردایت ذکررر شررد  سرراختمان 
 د درديضر کره هرم پایردارتر و هرم اثررات ایجراد کررد بانردهاي دي سرولفیدي را در امگاکنوتوکسرین 
در زیرر قروي برودن اثررات ضرد دردي  پتتیرد برازآرایی شرد  در ایرن تحقیرق :  فرضریات داردقوي تري 
 آمد  است:
باعرث  کره شرد در پپتی رد امگاکنوتوکسرین  جدی رد ی را سراختار ل ردوفروش ب رازآرایی سربب ایجراد  -0
و  باشرد مری عامرل اتصرالی بره رسرپتور درد  تیرروزین در سرط، مولکرول شرد   تیرروزین  عرضره افزایش 
 به همین دلیل اثرات ضد دردي پپتید افزایش یافته است.
 باعررث تغییرررجدیررد  دي سررولفیديسرراختار  ایجرراد بانرردهاي دي سررولفیدي و  برراجدیررد  سرراختار -2 
کلسریمی نشران پپتیرد تمایرل بیشرتري بره کانرال و رسرپتور کره بره گونره اي شرد   پپتیددر شارژ سطحی 
برراي اثبرات اینکره پپتیرد  .افرزایش اثررات ضرد دردي پپتیرد شرد  اسرت  سربب در نتیجره و مری دهرد
 ي سراختار سره بعردي نیازمنرد بررسری هرا ا اثرر بهترر اسرت این تحقیق ایزومر جدیرد بر شد  در بازآرایی 
و جرم سنجی است ترا بتروان ایرن ادعرا را بره اثبرات رسرانید. در صرورت تاییرد جدیرد  RMN به روش 
اي غنری بودن ساختار پپتیرد برازآرایی شرد ، پنجرر  اي جدیردي در مرورد ایزومرهراي مختلرف پپتیرد هر 
قابرل معرفری خواهرد  يدرد جدیرد  و پپتیرد حاضرر بره عنروان داروي ضرد از سیسئین  براز خواهرد شرد 
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انرروا  شررکل شررماتیک بررراي مشرراهد   و0 -00-2برره بنررد  جهررت کسررب اطلاعررات تکمیلرری ( بررود
 .)ایزومرهاي احتمالی امگاکنوتوکسین به پیوست رجو  شود
را تایید نکند احتمات به علت  در پپتید بازآرایی شد  جدید ساختمان سه بعدي RMN در صورتی که
کاهش یافته است و پپتید بازآرایی شد  براي موش کوچک ت قدرت ضد دردي آن لپریا فرموتسیون داروي
در مورد اثرات  بررسیدر این تحقیق اثرات بهتري را از خود نشان می دهد. در عین حال این تحقیق اولین 
پریالت کمتر  ضد درد اتضد دردي پریالت در موش آزمایشگاهی کوچک است و شاید به همین دلیل اثر
 قابل مشاهد  است.
بررسی  6LB/75Cتزریق داخل بطن مغزي در موش پپتید بازآرایی شد  به صورت  نوروتوکسیکاثرات  
 .هیچ اثر نوروتوکسیکی ندارد(براي کاهش درد) گردید و مشخص شد که پپتید در مقدار موثر 
  
 خلاصه بحث 
 
نسبت به ین به طور میانگ دقیقه است و 19بسیار کوتا  و  RMAروش حفاظت زدایی با پروتکل ابداعی  -0
استفاد  شد  در روش استات جیو  و مرکاپتواتانل . ساعت کوتا  کرد  است 80الی  4سایر روش ها زمان را 
میزان محصول حفاظت زدایی . استرایج حفاظت زدایی  هاي برابر کمتر از روش 54و  50به ترتیب  ابداعی
 سیسرتئین میرزان  6پپتید موکنوتوکسین با  يکه برا استدرصد براي پپتید امگا کنوتوکسین  39 در این روش
تحقیرق  روش ابرداعی  ،در مقایسره برا آن که  )9891 ,.la te ,rekceB( بوددرصد گزارش شد   60محصول 
مترر و زمران و به علت استفاد  از مواد با نسبت مرولی ک  .داد  استبرابر میزان محصول را افزایش  6 حاضر
 کوتا  تخریب پپتید اتفا  نمی افتد و محصول باتیی تولید می شود.
 
حضور نشان داد که  اریه شد  در تحقیق حاضر  گلوتاتیون اکسید و احیاء) 10به  0( 0با پروتکل  بازآرایی-2
در ابتردا تنظریم  Hpدر صورتی که براي بازآرایی پپتید امگا کنوتوکسین  ATDE, lCK ,SPOMمانند  يمواد
میرزان محصرول  4.7 Hpاستفاد  از گلوتاتیون اکسید و احیرا و آمونیروم اسرتات در  باضروري نیست. شود 
، میرزان محصرول روش درصرد  15با محصرول  retraC-ecirPکه در مقایسه با روش  است % 5.59بازآرایی 
 بود.برابر بیشتر  09.0 بازآرایی در این تحقیق 
از لحراظ آن ذکر ارجحیرت و کرارآیی فرو  الر با مقایسه روش بازآرایی این تحقیق با روش هاي برازآرایی 
مشرهود  افزایش تولید محصول، کاهش مقادیر و تنو  مواد استفاد  شد  و کوتا  کردن مردت زمران واکرنش 
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برا غنری از سیسرتئین  مشرابه هاي ایر روش هاي بازآرایی براي پپتیرد د جایگزین سناین روش می توا است.
 .شودخواص دارویی 
 
در صورتی  دادکاهش  % 58در موش را   نانوگرم میزان درد 7مقدار  بااین تحقیق  درپپتید بازآرایی شد   -3
میرزان درد در مروش را  % 56نرانوگرم  7و در مقدار  % 17نانوگرم  40مقدار  بات لداروي استاندارد پریاکه 
بهتر بودن بازآرایی نسبت به داروي تجراري اسرت و  شاید نشان دهند  صحت بازآرایی و هیجنت. دادکاهش 
در  و RMNبا بررسی ساختار سه بعدي پپتید بازآرایی شد  توسر  . دثابت می کنبازآرایی تحقیق را  کارآیی
بره عنروان  این روش بازآرایی، پپتید امگا کنوتوکسین با سراختار جدیرد  باساختار جدید بودن تایید  صورت
 د. شخواهد معرفی  متفاوت با پریالتدارویی 
 
برر هیچ اثر توکسیک نشان داد که پپتید بررسی هاي نوروتوکسیسیتی پپتید امگاکنوتوکسین بازآرایی شد   -4
 .روي سلول هاي عصبی و مغز ندارد
برات ارایره نشرد  تاکنون هیچ گزارش بازآرایی و حفاظت زدایی براي پپتیدهاي غنی از سیستئن با محصرول 
تحقیق حاضر اولین مطالعه در مورد بازآرایی و حفاظت زدایی پپتید هاي غنی از سیستئین با خواص  و است
 دارویی در ایران است.
 
 نتيجه گيري 2-5
 پپتید امگاکنوتوکسرین حفاظت زدایی و بازآرایی  براي   تحقیق حاضر روش هاي بهینه، اقتصادي و کاربردي
 نیرز  غنی از سیستئین با خرواص دارویری مشابه هاي ش ها را می توان براي سایر پپتیدمعرفی کرد که این رو
  نمود. ارایه
بازآرایی و حفاظت زدایی کاربردي، سریع و اقتصادي بسریار ارزشرمند و  ،در صنعت تولید داروهاي پپتیدي
 راي فعالیرت دارویری حرایز اهمیرت اسرت. و بمورد توجه است زیرا بازآرایی و حفاظت زدایی آنها مشکل 
معرفی شد  در این تحقیق می تواند براي تولید آزمایشگاهی، بازآرایی و حفاظت زدایی روش هاي  بنابراین 
 نیمه صنعتی و صنعتی پپتیدهاي دارویی غنی از سیستئین مفید و کاربردي باشد.
ضد دردي بهتري نسبت به داروي تجراري  این روش بازآرایی که اثراتدر در صورت تایید ساختمان جدید 







  .RMNبررسی ساختمان سه بعدي پپتید امگا کنوتوکسین بازآرایی شد  در این تحقیق توس  *
 .بازآرایی شد *بررسی وزن مولکولی پپتید امگا کنوتوکسین 
 .داروییبا خواص یه شد  در این تحقیق بر روي پپتیدهاي مشابه ابررسی اثر روش بازآرایی ار * 
بررسی اثرات ضد دردي و سایر فعالیت هاي  وسمی در سواحل ایران  یشناسایی گونه هاي حلزون دریای* 
 سموم آنها. بیولوژیکی
 .ایران هاي دریایی هاي جدا شد  از سموم حلزونتوالی یابی پپتید *
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  واژه نامه
 : )moneV( ونوم
به مجموعه اي از توکسین هاي پپتیدي، پروتئینی و شیمیایی گفته می شود که در یک غد  زهري در جرانور 
 مربوطه وجود دارند و پس از گزش سبب ایجاد مرگ یا عوارض بالینی شدید می گردند.سمی 
 : )nixotonocagemO( امگا توكسين
است که در بی حرکت کردن شکار مروثر اسرت.   sugam sunoCیکی از پپتید هاي موجود در زهر حلزون 
 است.اسید آمینه بود  و غنی از اسیدآمینه سیستئین  07این پپتید داراي 
اسرید  52: داروي پپتیدي سنتتیک با استفاد  از توالی امگا کونوتوکسین است که داراي یا پریالت زیکونوتید 
آمینه بود  و غنی از سیستئین است. این دارو تسکین دهند  درد بود  و می تواند درد را در سیسرتم اعصراب 
 مرکزي با اثر بر کانال هاي کلسیم سرکوب کند.
 ):noitcetorpحفاظت (
به منظور حفاظت گرو  هاي تیول موجود در سیستئین از اکسیداسیون از یرک سرري گررو  هراي حفاظرت 
مقاوم به شرای  سنتز استفاد  می شود. که پس از سنتز پپتید در شرای  خاصی می توان ایرن گررو  هرا را از 
 تیول جدا نمود و پپتید خطی را بازآرایی کرد.
 )noitcetorpeDحفاظت زدایي (
به روش هاي جدا سازي گرو  هاي حفاظت از تیول هاي زنجیر  جانبی سیستئین، پپتیدها و پرروتئین هراي 
 غنی از سیستئین اطلا  می شود. 
 :)gnidlofeR( بازآرایي
تکنیکی است که بعد از بیان یک پروتئین یا سنتز یک پپتید انجام شد  و باعث مری شرود کره سراختار سره  
بعدي به حالت اصلی برگشته و در نتیجه فعالیت مناسبتري از پروتیئن یا پپتید دیرد  شرود. ایرن تکنیرک در 
 کراربردي یرا  به فرم پروتئین آن ساختار در که فرآینديتولید داروهاي بیولوژیک بسیار حایز اهمیت است.  
تصادفی به فرم کاربردي و ساختار  پیچ از پپتید پلی و است کارکردي تبدیل می شود. فرآیند فیزیکی ساختار
 سه بعدي خود تاب می خورد.
 : )CLPH-PR(فاز معکوس كروماتوگرافي
آنهرا مری باشرد.  (آبگریرزي) خالص سازي پروتئین بر اسراس اثررات هیردروفوبی  81Cبا استفاد  از ستون 
که بره  rotceted-VUپروتئین هایی با هیدروفوبیسیته کم زودتر از ستون خارج می شوند. خروج پروتئین با 




 )EGAP-SDS( سدیم دو دسيل سولفات پلي اكریل آميد الکتروفورز ژ 
  )siserohportcelE leG edimAlyrcayloP etafluS lycedoD muidoS( 
و  مولکرولی ، ژنتیرک، زیسرت شناسری پزشرکی قرانونی  بیوشریمی،  در اي گسترد  طور بهتکنیکی است که 
حرکت الکتروفورتیک آنها (که ترابعی از طرول زنجیرر   براي جداسازي پروتیین ها با توجه به بیوتکنولوژي
) استفاد  می شود و در کل روشی  است که در آن که مولکرول پلی پپتیدي و بار الکتریکی آن پروتئین است
نمونره  بره  شد  اعمال آنیونی شویند  مواد SDS هاي پروتئینی بر اساس وزن مولکولی از هم جدا می شوند.
 .است خطی هاي پروتئین به بار منفی و انتقال پروتئین ها براي خطی کردن پروتئین
 : cininohcnicib )ACB( روش سنجش اسيد 
در  پرروتئین  غلظرت کرل  تعیرین  برراي  هاي بیوشیمیایی از روش، است شد  شناخته اسمیت روش عنوان به
 یرک تغییرر  کل ، برا  پروتئین غلظت .)میلی گرم /میلی لیتر 5.0میکروگرم /میلی لیتر تا  5.1از ( است محلول





















































Oxidative refolding is one of the key challenges hampering the development of peptide based 
compounds as therapeutics. The correct refolding for three disulfide peptide like ω-Conotoxin 
MVIIA is difficult and crucial for biological activity. This work advanced knowledge of 
chemical and biological for improve oxidative refolding of synthetic ω-Conotoxin MVIIA in 
base of Conus magus venom. The present study aimed to set up an appropriate and effective 
protocols for refolding of disulfide-rich ω-Conotoxin MVIIA. In this study, the crude peptide 
was protected with Acm group, according to the right amino acid sequences (Synthesized by 
Australian Company). The crude peptide was purified by HPLC. To prepare the peptide to 
refolding, innovative deprotection applied molar ratio (AMR) method was performed based 
on mercury. Accuracy of deprotection was approved by reverse phase chromatography. The 
deprotected target peptide (omega-conotoxin) was determined by SDS-PAGE. Then the 
Oxidative refolding of target peptide was performed in six protocol based on Guanidinium 
chloride and oxidized and reduced Glutathione. Analgesic effect of refolded peptide was 
surveyed with formalin test in mice Balb/c. Non neurotoxic effects of target peptides were 
survey with ICV injection in mice model (C57/BL6). The innovative deprotection protocol 
performed based on the best ratio of mercury/2-mercaptoethanol adjusted to 1mg/10µl in 90 
minute. The results showed the yield and purity of omega-conotoxin MVIIA as 93 and 95%, 
respectively. Refolding of 40 mg omega Conotoxin with GSSG and GSH on ratio of 10:1 and 
20 mM ammonium acetate showed the best analgesic effect compared with the other methods.  
The result showed 95.5% yield and 98% purity of omega-conotoxin MVIIA in this refolding 
method. Related refolding method reduced 85% pain in experimented mice using 7 ng of the 
peptide. That was 71.5 fold stronger than morphine and 2 times than standard Prialt®. And it 
was not neurotoxic in mice. In this study, refolding method for omega-conotoxin MVIIA was 
optimized in the fourth factor including: reducing the time, amount and number of reagent and 
increase the efficiency. We introduced new method for deprotection of omega-conotoxin 
MVIIA. Effective, economic and applied refolding and deprotection method was performed in 
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